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A fissura labial e/ou palatina (FL/P) não-sindrômica é uma malformação 
congênita do lábio e/ou palato com alta frequência na população brasileira. A 
etiologia das fissuras é complexa e conta com a participação de fatores genéticos 
e ambientais. Inúmeros estudos demonstraram que variantes polimórficas das 
enzimas relacionadas ao metabolismo do ácido fólico podem ser importantes 
fatores de risco materno para o nascimento de uma criança FL/P não-sindrômica. 
O objetivo deste estudo foi estudar a influência do consumo de suplementos 
vitamínicos durante o primeiro trimestre de gravidez e comparar a frequência 
alélica e genotípica de 4 genes (MTHFR, MTHFD1, MTR e RFC1) que codificam 
enzimas da via metabólica do ácido fólico entre mães de indivíduos portadores de 
FL/P não-sindrômicas (grupo experimental) e mães de indivíduos clinicamente 
normais (grupo controle). Amostras de DNA de 184 mães do grupo controle e de 
106 mães do grupo experimental foram genotipadas por reação em cadeia da 
polimerase associada à análise de polimorfismo de fragmentos de restrição 
enzimática (PCR-RFLP). A ausência de suplemento vitamínico durante o primeiro 
trimestre de gravidez aumentou de forma discreta (aproximadamente em 0,4 
vezes) o risco de uma mulher ter um filho com FL/P não-sindrômica. Dos 15 
polimorfismos analisados neste estudo, 2 apresentaram diferenças entre os 
grupos. No polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR, o alelo A e o genótipo GA 
ocorreram em uma frequência significantemente maior no grupo experimental que 
no grupo controle (p<0,000001), aumentando em aproximadamente 6 vezes o 
risco de uma mãe ter um filho com FL/P não-sindrômica. O genótipo AA no lócus 
polimórfico rs2236225 do gene MTHFD1 foi significantemente mais prevalente no 
grupo experimental comparado com o grupo controle (p=0,02). A presença deste 
genótipo aumentou em aproximadamente 2 vezes o risco de uma mãe ter um filho 
com FL/P não-sindrômica. Análise multivariada demonstrou que estes fatores 
contribuíram de maneira independente para a etiologia das FL/P não-sindrômicas. 
O presente estudo demonstra que os polimorfismos rs2274976 do gene MTHFR e 
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rs2236225 do gene MTHFD1 e a suplementação vitamínica durante o primeiro 
trimestre de gravidez estão associados ao desenvolvimento de FL/P não-
sindrômicas na população brasileira. Este estudo corrobora com evidências 
prévias que demonstraram a influência de fatores ambientais e genéticos na 
etiopatogenia das FL/P não-sindrômicas. 
 






Nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate (CL/P) is a congenital 
malformation of the lip and/or palate with elevating frequency in the Brazilian 
population. The etiology of the nonsyndromic CL/P is complex and both 
environmental and genetic factors play important roles. Several studies 
demonstrated that polymorphisms in the folic acid metabolic enzymes may be 
important maternal risk factor for the birth of a child with nonsyndromic CL/P. The 
aim of this study was to determine the influence of the multivitamin supplements 
during the first trimester of pregnancy and to compare the allele and genotypic 
frequencies of 4 genes (MTHFR, MTHFD1, MTR and RFC1) that encode enzymes 
of the acid folic metabolic pathway between mothers of nonsyndromic CL/P 
patients (experimental group) and mothers of clinically normal children (control 
group). DNA samples from 184 mothers of the control group and from 106 mothers 
of the experimental group were genotyped by polymerase chain reaction 
associated with reaction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The lack of 
multivitamin supplementation during the pregnancy first trimester increased in 
approximately 0.4-fold the maternal risk of a nonsyndromic CL/P child. Two out of 
15 polymorphisms showed differences between groups. In rs2274976 MTHFR 
polymorphism, allele A and genotype GA occurred in a significantly higher 
frequency on experimental group when compared to control group (p<0.000001), 
rising in approximately 6 times the risk of a mother giving birth to a nonsyndromic 
CL/P child. Genotype AA in the rs2236225 MTHFD1 polymorphic locus was 
significantly more prevalent in experimental group than in control group (p=0.02). 
This genotype raised in approximately twice the risk of a mother giving birth to a 
nonsyndromic CL/P child. Multivariate analysis demonstrated that those factors 
contributed in an independent manner to nonsyndromic CL/P etiology. The present 
study shows that rs2274976 MTHFR and rs2236225 MTHFD1 polymorphisms, as 
well as the multivitamin supplementation during the first trimester of pregnancy, are 
associated with the development of nonsyndromic CL/P in the Brazilian population. 
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This study corroborates with previous evidences demonstrating the influence of 
environmental and genetic factor on etiopathogenesis of the nonsyndromic CL/P. 
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 As fissuras orofaciais estão entre as alterações congênitas mais 
prevalentes nos seres humanos, provavelmente devido à grande complexidade 
dos eventos envolvidos na formação da face (Prescott & Malcolm, 2002; Stanier & 
Moore, 2004). A prevalência das FL/P (fissura labial e/ou palatina) não-
sindrômicas entre os nascidos vivos pode variar com a origem étnica/racial, 
distribuição geográfica e gênero do indivíduo (Bender, 2000). Na América do Sul, 
estudos encontraram uma prevalência aproximada de 1,1 casos de FL/P não-
sindrômica para cada 1.000 crianças nascidas vivas (Vieira et al., 2003). Dados 
sobre a prevalência das FL/P não-sindrômicas na população brasileira são raros e 
variam de 0,19/1.000 até 1,54/1.000 nascidos vivos (Nagem et al., 1968; Loffredo 
et al., 2001a; Freitas et al., 2004; Martelli-Junior et al., 2006; Nunes et al., 2007; 
Rodrigues et al., 2009). As fissuras orofaciais podem ser classificadas, com base 
nas estruturas afetadas, em fissura labial (FL), fissura palatina (FP) ou a 
combinação de ambas (fissura labial e palatina, FLP) (Martelli-Junior et al., 2006). 
Considerando o tipo de fissura, alguns autores têm observado que a FLP é mais 
frequente (Menegotto & Salzano, 1991; Tolarova & Cervenka, 1998; Shapira et al., 
1999; Rajabian & Sherkat, 2000; Cooper et al., 2000; Freitas et al., 2004; Martelli-
Junior et al., 2006). No entanto, dependendo do estudo, a frequência das FP 
(Antoszewski & Kruk-Jeromin, 1997; Bellis & Wohlgemuth, 1999; Stoll, 2000) ou 
das FL (Nagem et al., 1968) pode ser maior que a das FLP. Aproximadamente 
70% dos casos de fissuras ocorrem como um caso isolado, enquanto o restante 
dos casos está associado a alterações sistêmicas ou defeitos congênitos, 
caracterizando uma síndrome (Thomas et al., 2008). 
A etiologia das fissuras é complexa e heterogênea com participação de 
fatores genéticos e ambientais. Dentre os principais fatores, conhecidos até o 
momento, relacionados à etiologia das FL/P não-sindrômicas estão a idade 
materna avançada (Vieira et al., 2002b; Materna-Kiryluk et al., 2009), 
consanguinidade (Kanaan et al., 2008; Leite & Koifman, 2009), uso de 
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medicamentos durante a gestação (Zarante et al., 2009), presença de doenças 
sistêmicas (Puho et al., 2007), consumo de bebidas alcoólicas e tabagismo 
durante a gestação (Vieira, 2008b; Zarante et al., 2009; Leite & Koifman, 2009; Jia 
et al., 2009) e avitaminose, particularmente durante o primeiro trimestre de 
gestação (Johnson & Little, 2008). Atualmente, os principais estudos sobre a 
etiopatogenia das FL/P não-sindrômicas buscam determinar o papel das variantes 
polimórficas dos genes associados às vias de sinalização celular que participam 
da formação do lábio e/ou palato, bem como o papel dos fatores ambientais na 
modulação da expressão e função destes genes. O entendimento do papel 
genético na etiologia das FL/P não-sindrômicas vem evoluindo, mas ainda está 
muito aquém do completo conhecimento. 
Ácido fólico e seus metabólitos são essenciais para o desenvolvimento 
normal do feto durante a embriogênese (Antony, 2007; Martínez-Frías, 2008). A 
quantidade de ácido fólico requerida durante a gestação é de 5 a 10 vezes maior 
que aquela requerida por uma mulher fora do período gestacional (Antony, 2007). 
Esta vitamina tem um papel importante na síntese e metilação do DNA, além de 
participar da tradução protéica por meio da síntese de aminoácidos (Zeiger & 
Beaty, 2002; Blom et al., 2006; Forges et al., 2007). Após os estudos originais que 
demonstraram em modelo murino que a deficiência de ácido fólico pode estar 
relacionada ao desenvolvimento da FL/P não-sindrômica, muitos estudos 
avaliaram a participação do ácido fólico na etiologia das FL/P não-sindrômicas. De 
modo geral, os estudos demonstraram que o uso periconcepcional de ácido fólico 
reduz o risco de uma mulher ter uma criança com FL/P não-sindrômica (Boyles et 
al., 2008; Antony, 2007; Mills et al., 2008; Jianyan et al., 2009). Tendo em vista a 
grande importância da suplementação vitamínica durante a gestação e seu 
possível efeito protetor na etiologia das FL/P não-sindrômicas, os objetivos deste 
estudo foram avaliar a influência do consumo de suplementos vitamínicos durante 
o primeiro trimestre de gravidez no surgimento das FL/P não-sindrômicas e 
comparar a frequência alélica e genotípica de variantes polimórficas dos genes 
MTHFR, MTR, MTHFD1 e RFC1 entre mães de indivíduos portadores de FL/P 
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não-sindrômicas e mães de indivíduos clinicamente normais. O estudo tomou o 
cuidado de não incluir amostras de mães que relataram ter possível influência dos 
principais fatores ambientais associados ao desenvolvimento de FL/P não-
sindrômica, diminuindo a interferência de fatores externos e destacando o papel 
dos fatores de interesse. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Fissura Labial e/ou Palatina Não-sindrômica 
As FL/P não-sindrômicas são anomalias congênitas caracterizadas por 
regiões de descontinuidade no lábio e/ou palato, devido a uma ausência de fusão 
de um ou mais dos processos faciais embrionários. As FL/P podem ser restritas ao 
lábio superior (FL), restritas ao palato (FP) ou envolver as duas estruturas 
simultaneamente (FLP). A FL é o resultado da falta de fusão parcial ou total entre 
o processo nasal medial e os processos maxilares laterais, enquanto a falta de 
união dos processos palatinos é responsável pela FP (Carinci et al., 2007). Uma 
seqüência de eventos de alta complexidade, coordenados pela interação entre 
fatores de transcrição e sinalizadores moleculares juntamente com interações 
célula-célula e aquisição de polarização celular, é essencial para o 
desenvolvimento normal da face durante a embriogênese (Stanier & Moore, 2004). 
Em razão desta alta complexidade, a fissura orofacial é a anomalia congênita 
facial humana de maior frequência (Prescott & Malcolm, 2002). As FL/P podem ser 
isoladas ou associadas a um universo de mais de 400 diferentes síndromes que 
tem a FL/P com uma característica fenotípica (Gorlin et al., 2001; Thomas et al., 
2008). Adicionalmente, tem sido observado que FP isolada comporta-se como 
uma entidade distinta da FL e FLP não-sindrômica (Fraser, 1970). 
 A prevalência das FL/P não-sindrômicas varia consideravelmente ao redor 
do mundo, com taxas de 0,3/1000 em populações Africanas até 3,6/1000 
indivíduos nascidos vivos de tribos indígenas americanas (Wyszynski et al, 1996). 
Diferenças geográficas e étnicas podem explicar algumas variações de frequência, 
mas não todas (Fraser, 1970; Lorente et al., 2000; Carinci et al., 2007). 
Considerando-se as diferentes etnias, a prevalência das FL/P não-sindrômicas é 
baixa entre africanos e descendentes de africanos, intermediária entre os 
caucasianos e alta entre as populações de ameríndios e asiáticos (Vieira et al., 
2002a; Mossey & Little, 2002; Vieira et al., 2008c). Poucos são os estudos que 
analisaram a frequência das FL/P não-sindrômicas na população brasileira. 
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Loffredo e colaboradores (2001a) realizaram um estudo durante um período de 20 
anos no Hospital para Reabilitação de Anomalias Craniofaciais da Universidade de 
São Paulo (Centrinho), Bauru-SP e revelaram uma prevalência de 0,19 casos de 
fissuras orofaciais para cada 1.000 nascidos vivos. Estudo posterior realizado 
neste mesmo Centro durante o ano de 2000 encontrou uma maior frequência das 
FLP (37,1%) e os homens foram os mais afetados, embora tenha existido um 
predomínio de mulheres entre as FP isoladas (Freitas et al., 2004). Nosso grupo 
tem participado de estudos que analisaram a prevalência de FL/P não-sindrômicas 
no Centro para Reabilitação de Anomalias Craniofaciais da Universidade de 
Alfenas, Alfenas-MG. No primeiro estudo concluído em 2006, levando em 
consideração o número de nascidos vivos com e sem fissura na região sul do 
Estado de Minas Gerais, observou-se prevalência de 1,46 casos de FL/P não-
sindrômica para cada 1.000 nativivos, com uma maior frequência em crianças 
caucasianas do gênero masculino (Martelli-Junior et al., 2006). Quando o tipo de 
fissura foi levado em consideração, nós observamos uma maior frequência de FLP 
(39,68%), seguida por FL (38,09%) e FP em 22,23% dos casos (Martelli-Junior et 
al., 2007). Este estudo também demonstrou uma incidência significantemente 
maior das FLP não-sindrômicas, a forma mais grave de fissura, em homens 
(x2=7,04; p=0,0296) e as FP isoladas foram mais frequentes em mulheres. Por sua 
vez, as FL unilaterais foram mais frequentes que as bilaterais (Martelli-Junior et 
al., 2007). Um estudo conduzido no município de Campos dos Goytacazes no 
Estado do Rio de Janeiro encontrou uma prevalência similar àquela observada no 
sul do Estado de Minas Gerais, demonstrando uma prevalência de 1,35 casos de 
FL/P não-sindrômica para cada 1.000 nativivos (Nunes et al., 2007). Em um 
estudo recente, Rodrigues et al. (2009) relataram 5.764 novos casos de fissuras 
orofaciais distribuídos por todas as regiões do Brasil e encontraram uma 







 A etiologia das FL/P não-sindrômicas não é conhecida por ser difícil 
determinar o exato momento e a razão precisa pela qual não houve coalescência 
dos processos que dão origem a face. História familiar prévia é relativamente 
comum para as FL/P não-sindrômicas, embora um padrão clássico de herança 
mendeliana não seja sempre facilmente definível (Natsume et al., 2000; Vieira et 
al., 2008c). Fogh-Andersen (1942) foi o primeiro a observar em um estudo 
populacional a existência de um componente hereditário associado ao 
desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas. Em um clássico estudo, Curtis e 
colegas (1961) demonstraram que o risco de uma segunda ocorrência de FL/P 
não-sindrômica em uma mesma família é de 4% se uma criança já for afetada, 4% 
se os pais forem afetados, 9% se houverem duas crianças afetadas e 17% se os 
pais e uma criança forem afetados. Recentemente, Palmieri et al. (2008), em um 
estudo envolvendo 216 crianças com FL/P não-sindrômicas, observaram que 120 
(55,56%) crianças apresentavam história familiar prévia de fissura. 
O casamento consangüíneo, uma prática bastante comum em países do 
oriente médio, parece ser responsável por uma predisposição genética para o 
desenvolvimento de malformações congênitas, incluindo as FL/P não-sindrômicas 
(Kanaan et al., 2008). Estudo recentemente realizado com uma população do Rio 
de Janeiro revelou uma forte associação entre consanguinidade e um risco 
elevado para o nascimento de uma criança com FL/P não-sindrômica (Leite & 
Koifman, 2009). Similarmente, estudos realizados com a população iraniana 
também encontraram um risco elevado de FL/P não-sindrômicas em casamentos 
consangüíneos (Rajabian & Sherkat, 2000; Jamilian et al.; 2007). Contudo, 
Golalipour et al. (2007) não observaram tal associação com outro grupo de 
pacientes com FL/P não-sindrômica do Irã, e outro estudo encontrou que a 
associação FL/P não-sindrômica e consaguinidade só é significante em casos de 
FL isolada em gêmeos e recém-nascidos filhos de pais primos em primeiro grau 
(Harville et al., 2005). 
7 
 
Há uma enorme variedade de agentes teratogênicos externos que podem 
influenciar o desenvolvimento do lábio e do palato, embora poucos deles estejam 
comprovados. Apesar de existir grande controvérsia na literatura sobre a etiologia 
das FL/P, é bem aceito que elas correspondam a alterações multifatoriais, 
resultado da associação de fatores genéticos e ambientais (Zeiger & Beaty, 2002; 
Vieria et al., 2005a; Boyles et al., 2006; Mostowska et al., 2006; Brandalize et al., 
2007; Carinci et al., 2007; Boyles et al., 2008; Johnson & Little, 2008; Mills et al., 
2008; Palmieri et al., 2008; Vieira et al., 2008c; Bliek et al., 2009; Boyles et al., 
2009; Jia et al., 2009; Kistner et al., 2009; Leite & Koifman, 2009). 
 
2.2.1. Fatores Genéticos 
 Os estudos atuais demonstram que um grande número de genes e loci 
gênicos, situados em diferentes regiões cromossômicas tais como 1q, 2p, 4q, 6p, 
14q, 17q e 19q, podem estar relacionados à etiologia das FL/P não-sindrômicas 
(Marazita & Mooney, 2004; Carinci et al., 2007). Estes loci contêm centenas de 
genes que participam das várias vias de sinalização associadas ao 
desenvolvimento do lábio e do palato. Mutações e polimorfismos em genes que 
participam da formação do lábio e do palato durante a embriogênese ou em genes 
responsáveis por síndromes que contêm a FL/P como uma característica 
fenotípica são fortes candidatos etiológicos para as FL/P não-sindrômicas (Scapoli 
et al., 2008). 
Alguns genes que são altamente expressos durante o desenvolvimento 
craniofacial foram estudados em relação ao seu papel na etiologia das FL/P não-
sindrômicas, incluindo os genes TGFα, TGFβ3 (Erickson et al., 1978) MSX1 
(Vieira et al., 2005a; Tongkobpetch et al., 2006), FOXE1, GLI2, JAG2, LHX8, 
MSX2, SKI e SPRY2 (Avila et al., 2006), PTCH (Mansilla et al., 2006), PVR e 
PVRL2 (Warrington et al., 2006), RYK (Watanabe et al., 2006), FGFs (Riley et al., 
2007), RARα (Erickson et al., 1978; Carinci et al., 2007) e BCL3 (Erickson et al., 
1978). A primeira observação do possível papel do gene MSX1 na etiologia da 
FL/P não-sindrômica ocorreu após a caracterização de camundongos “knockouts” 
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para MSX1 (Satokata & Mass, 1994). Estudos posteriores revelaram que a 
presença de mutações no gene MSX1 pode contribuir para 2% de todos os casos 
de FL/P não-sindrômicas (Tongkobpetch et al., 2006). No entanto, resultados 
conflitantes foram observados em estudos recentes realizados em diferentes 
populações, com alguns demonstrando uma associação positiva (Jugessur et al., 
2003; Vieira et al., 2003c) enquanto outro estudo não conseguiu encontrar tal 
associação (Mitchell et al., 2001). Adicionalmente o risco de desenvolvimento de 
FL/P não-sindrômica aumenta quando existe exposição materna ao fumo e ao 
álcool em associação com a presença de variantes específicas do gene MSX1 
(Romitti et al., 1999) e mutações no gene MSX1 parecem estar envolvidas com 
casos de FL/P não-sindrômicas com história familiar (Van den Boogaard et al., 
2000). Estudo recente não encontrou uma associação positiva entre o genótipo 
fetal para os genes do desenvolvimento TGFA, TGFB3 e MSX1 e o aumento no 
risco da prole apresentar uma FL/P não-sindrômica (Chevrier et al., 2008). 
Resultados similares para o gene TGFA também foram observados em estudos 
prévios (Passos-Bueno et al., 2004; Vieira et al., 2006; Zhu et al., 2006). No 
entanto, um estudo realizado por Vieira e colaboradores (2003c) demonstrou uma 
associação entre FP isolada e TGFB3. Esta mesma associação foi observada na 
população japonesa em um estudo que avaliou a relação de 7 genes candidatos e 
o risco de desenvolvimento de FL/P não-sindrômica (Ichikawa et al., 2006). 
O estudo realizado por Riley et al. (2007) revelou que genes da família FGF 
e FGFR podem contribuir com 3-5% das FL/P não-sindrômicas. Mutações no gene 
FGFR1 também têm sido descritas em paciente com síndrome de Kallmann com 
FL/P e/ou agenesias dentais (Kim et al., 2008). Outro gene especificamente 
expresso por células epiteliais dos processos palatinos antes da fusão é o gene 
MYH9 (Marigo et al., 2004). Polimorfismos no gene MYH9 foram associados 
amplamente com o desenvolvimento de FL/P não-sindrômicas em populações de 
origem étnicas distintas (Martinelli et al., 2007; Birnbaum et al., 2009).  
Dentre os genes associados às síndromes, PVRL1, gene responsável pela 
síndrome da displasia ectodérmica e FL/P, é um dos genes em que variações 
9 
 
polimórficas foram fortemente relacionadas às FL/P não-sindrômicas (Scapoli et 
al., 2004). Outro gene já estudado em FL/P não-sindrômica é o TP63, encontrado 
mutado na síndrome da ectrodactilia, displasia ectodérmica e FLP (EEC). No 
entanto, mutações em TP63 nos casos de FL/P não-sindrômicas, se existem, são 
raras (Barrow et al., 2002; Scapoli et al., 2008). É Interessante destacar que o 
produto do gene TP63 é responsável pela regulação da expressão do gene JAG2 
(Sasak et al., 2002) e este parece estar envolvido na etiologia das FL/P não-
sindrômicas em diferentes populações (Vieira et al.,2005a; Neiswanger et al., 
2006; Scapoli et al., 2008). O gene JAG2 codifica um ligante de superfície que 
participa da adesão e da fusão dos processos palatinos durante a embriogênese 
(Casey et al., 2006). Em função disto, este gene tem sido considerado um forte 
candidato para o desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas. Vieira et al. (2005a) 
identificaram uma rara variante do gene JAG2 que parece contribuir para o 
desenvolvimento de fissuras isoladas. Outros estudos suportam esta mesma 
hipótese, embora esta associação tenha uma baixa significância estatística (Vieira 
et al., 2005a; Neiswanger et al., 2006). Scapoli et al. (2008) identificaram em seu 
estudo uma alta possibilidade de envolvimento do gene MID1, causador da 
síndrome de Opitz, em indivíduos com FL/P não-sindrômicas. 
Mutações no fator regulador de interferon 6 (IRF6) foram identificadas em 
portadores da síndrome de van der Woude (SVW), uma alteração autossômica 
dominante caracterizada pela presença de FL/P em associação com fossetas de 
lábio inferior (Paranaíba et al., 2008). É importante ressaltar que inúmeros estudos 
demonstraram que variações no gene IRF6 podem estar associadas às FL/P não-
sindrômicas em diferentes populações (Blanton et al., 2005; Ghassibe et al., 2005; 
Scapoli et al., 2005; Vieira et al., 2007). Em particular, o polimorfismo rs2235371 
(820G>A) do gene IRF6, que resulta na substituição de uma valina por uma 
isoleucina na posição 274 da seqüência de aminoácidos (V274I) da estrutura 
protéica de IRF6, foi associado de forma significante às FL/P não-sindrômicas 
(Jugessur et al., 2008; Tang et al., 2009). Em adição a estes achados, Rahimov et 
al. (2008) demonstraram uma forte associação entre FL e o polimorfismo rs642961 
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do gene IRF6 (G>A que altera o sítio de ligação do fator de transcrição AP-2α na 
região promotora de IRF6) e demonstraram também que a associação entre o 
polimorfismo rs2235371 de IRF6 e fissuras é dependente do polimorfismo 
rs642961. Recentemente, nosso grupo avaliou a associação dos polimorfismos 
rs2235371 e rs642961 do gene IRF6 na população brasileira. A frequência do 
genótipo variante GA do polimorfismo rs2235371 foi identificada em 10,1% dos 
indivíduos com FL/P não-sindrômica e em 10,3% do grupo controle, revelando 
uma diferença não significante. Similarmente, a frequência dos genótipos raros do 
polimorfismo rs642961 (GA e AA) foi muito similar entre os grupos controle 
(28,6%) e FL/P não-sindrômica (25,4%). Juntos, estes resultados são consistentes 
com uma falta de envolvimento dos polimorfismos rs2235371 e rs642961 no gene 
IRF6 na patogênese das FL/P não-sindrômicas na população brasileira (Paranaíba 
et al., 2009). 
Outros genes, incluindo BMP4, TBX22, RARα, SUMO1 e GABRB3 
demonstraram alguma correlação com a etiologia das FL/P não-sindrômicas 
(Prescott et al., 2000; Schultz et al., 2004; Carinci et al., 2007; Birnbaum et al., 
2009; Jia et al., 2009; Jianyan et al., 2009). No entanto, frente aos resultados 
inconclusivos ou conflitantes de inúmeros estudos, nenhum destes genes foi 
definitivamente confirmado estar associado à etiopatogenia das FL/P não-
sindrômicas. 
 
2.2.2. Fatores Ambientais 
 Fatores ambientais tais como dieta e suplementação vitamínica materna, 
alcoolismo, tabagismo e uso de drogas durante o primeiro trimestre de gestação e 
idade avançada dos pais parece contribuir para o desenvolvimento de FL/P não-
sindrômicas (Vieira, 2008). 
A idade materna tem sido amplamente estudada como fator de risco para 
FL/P não-sindrômica, mas os resultados são contraditórios. Uma associação 
positiva entre a idade materna avançada na gestação e o desenvolvimento de 
FL/P não-sindrômicas foi relatada (Shaw et al., 1991). Por outro lado, outros 
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estudos não demonstraram esta mesma associação (Perry & Fraser, 1972; Baird 
et al., 1991; Baird et al., 1994; Vieira et al., 2002b; Blanco-Davila et al., 2003; 
Jamilian et al., 2007). Uma relação positiva entre idade paterna avançada e o 
desenvolvimento de FL/P não-sindrômica, em particular FP isoladas, também já foi 
observada (Materna-Kiryluk et al., 2009). 
Enfermidades crônicas da mãe durante a gestação podem estar 
relacionadas com o aumento do risco de ter um filho com FL/P não-sindrômica, 
por meio de alterações fisiológicas ou pela ação de medicamentos usados em seu 
tratamento (Leite et al., 2005; Puho et al., 2007). Acredita-se também que a 
presença de auto-anticorpos contra receptores de folato podem estar presentes 
em casos de resposta imunológica materna desenvolvida durante a gestação, 
prejudicando o desenvolvimento do embrião (Rothenberg et al., 2004). Além disso, 
alterações anatômicas ou fisiológicas do útero (que levam a uma redução do 
aporte sanguíneo ao embrião) bem como alguns distúrbios endócrinos 
(hipotireoidismo) podem determinar o aparecimento de FL/P não-sindrômica 
(Modolin et al., 1996). A presença de diabetes e obesidade materna durante a 
gestação também parecem estar associadas com um maior risco de ter um filho 
com FL/P não-sindrômica, no entanto, o exato mecanismo responsável por estes 
efeitos não estão bem esclarecidos (Spilson et al., 2001; Cedergren & Källén, 
2005).  
O uso de medicações durante o período de formação fetal (primeiro 
trimestre de gestação), especialmente corticóides (Rodriguez-Pinilla & Martinez-
Frias, 1998), nifedipina (Zarante et al., 2009) e antifolatos (Hernandez-Diaz et al., 
2000), também é associado à um elevado risco para o nascimento de uma criança 
com FL/P. O estudo realizado por Krapels e colaboradores (2006) encontrou uma 
forte associação entre o uso de medicamentos, incluindo analgésico, drogas 
contra infecções, anticoncepcional, corticóides e drogas com ação 
simpaticomimética, e o desenvolvimento de FL/P não-sindrômicas. O grupo de 
anticonvulsivantes, especialmente a difenilhidantoína, fenobarbital, carbamazepina 
e valproato de sódio, são os mais amplamente estudados e com efeitos 
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comprovados sobre as FL/P não-sindrômicas (Modolin et al., 1996; Hernandez-
Diaz et al. 2000; Leite et al., 2002; Leite et al., 2005). Alguns autores relatam um 
risco duas vezes maior de ter um filho com FL/P quando a mãe faz uso de 
anticonvulsivantes (Modolin et al., 1996; Leite et al., 2002; Leite et al., 2005). Outro 
medicamente amplamente associado com o desenvolvimento de FL/P não-
sindrômica são os corticóides, tanto na forma sistêmica como na forma de 
aplicação tópica (Rodríguez-Pinilla & Martínez-Frías, 1998; Carmichael et al., 
2007). 
Estudo realizado por Hernandez-Diaz e colaboradores (2000) revelou que o 
uso de medicamentos que atuam como antagonistas do ácido fólico, incluindo a 
carbamazepina (anticonvulsivante) e o trimetoprim (antibiótico), durante o primeiro 
trimestre de gestação pode dobrar o risco de ter um filho com alguma doença do 
tubo neural. Diazepam, uma droga com atividade piscotrópica e amplamente 
usada como ansiolítico, anticonvulsivante, sedativo e relaxante muscular, tem a 
capacidade de inibir receptores do ácido gama-aminobutírico (GABRB3) 
perturbando os mecanismos de neurotransmissão envolvidos no desenvolvimento 
normal do palato, podendo contribuir para o desenvolvimento de uma FL/P não-
sindrômica quando administrado a uma grávida durante o primeiro trimestre de 
gravidez (Scapoli et al., 1998; Scapoli et al., 2002). Apesar dos resultados 
contrários (Bergman et al., 1992), foi demonstrado que o consumo de diazepam é 
mais frequente entre as mães de filhos com FL/P não-sindrômica (Marinucci et al., 
2009) e que esta droga é importante para o desenvolvimento de fissuras orais em 
animais experimentais (Dolovich et al., 1998). Na literatura, uma possível 
associação entre o uso materno de benzodiazepínicos e o risco de ter um filho 
com FL/P não-sindrômica tem sido muito discutida (Dolovich et al., 1998). No 
entanto, o uso de suplementos com ácido fólico parece reduzir os efeitos gerados 
pelo uso destes medicamentos durante a gestação (Hernandez-Diaz et al., 2000). 
A presença de polimorfismos em genes que codificam proteínas de 
superfície celular, como o gene ABCB1, parece modificar a exposição celular aos 
medicamentos e, consequentemente, aumentar o risco para FL/P não-sindrômica 
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(Pauli-Magnus & Kroetz, 2004; Bliek et al., 2009). Diferenças nas taxas de 
biotransformação de componentes exógenos talvez sejam responsáveis pela 
sensibilidade aos componentes teratogênicos (Van Rooij et al., 2002). Diante 
desta hipótese, estudos buscam avaliar as interações entre medicamentos e 
enzimas de biotransformação no desenvolvimento de FL/P não-sindrômicas (Van 
Rooij et al., 2002). A N-acetiltransferase (NAT) e suas distintas isoenzimas (NAT1 
e NAT2) parecem estar associadas com o metabolismo de determinados 
compostos e o aumento da toxicidade de certas drogas, podendo contribuir para o 
aparecimento das FL/P não-sindrômicas (Weber & Hein, 1985; Brockmoller et al., 
1998). De modo geral, o uso de medicamentos durante a gestação não parece ser 
o maior contribuinte para o desenvolvimento de uma FL/P não-sindrômica, embora 
este fato não exclua que algumas drogas específicas possam ser responsáveis 
por um risco aumentado (Källén, 2003). 
O consumo excessivo de bebidas alcoólicas durante o primeiro trimestre de 
gestação tem sido considerado um importante fator de risco para malformações 
craniofaciais, como as FL/P não-sindrômicas (Lorente et al., 2000; Spilson et al., 
2001; Zarante et al., 2009). Estudos realizados com animais e humanos 
demonstraram que tanto a frequência quanto a quantidade total de álcool 
consumida durante a gestação apresentam um importante efeito teratogênico 
para o feto em desenvolvimento (Gladstone et al., 1996; Sokol et al., 2003). 
Lorente et al. (2000) investigaram o uso de álcool durante a gravidez e 
encontraram um risco aumentado de ~2 vezes no desenvolvimento de uma FL/P 
não-sindrômica (OR=2,28; 95% IC=1,02-5,09). No entanto, este estudo não 
demonstrou a quantidade de ingestão alcoólica necessária para este risco 
aumentado. Outro estudo encontrou que mães de filhos com FL/P não-
sindrômicas que consumiram 5 ou mais doses/dia durante o primeiro trimestre de 
gestação apresentaram um risco maior de ter um filho com FL/P não-sindrômica 
quando comparadas àquelas mães que nunca consumiram álcool ou àquelas que 
deixaram de consumir bebidas alcoólicas durante a gestação (DeRoo et al., 
2008). Estes achados são similares aos observados em outros estudos que 
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relataram um risco de 2,8 a 4 vezes maior em ter um filho com FL/P não-
sindrômica quando existe o consumo de bebidas alcoólicas pela mãe durante a 
gravidez (Werler et al., 1991; Munger et al., 1996; Romitti et al., 1999; Shaw & 
Lammer, 1999). Interessantemente, um estudo recente sugeriu que a associação 
entre consumo de álcool e FL/P não-sindrômica pode ser influenciado pelo tipo de 
bebida (bebida destilada > vinhos > cerveja) e o uso de ácido fólico que parece 
modular o efeito teratogênico do álcool (Romitti et al., 2007). É possível que as 
variações genéticas no desenvolvimento craniofacial (Romitti et al., 1999), 
metabolismo do álcool (Chevrier et al., 2005) e metabolismo do ácido fólico 
(Prescott & Malcolm, 2002) possam ser responsáveis pelas influências do 
consumo de bebidas alcoólicas no risco para o desenvolvimento das FL/P não-
sindrômicas. Chevrier et al. (2005) revelaram que uma variante polimórfica do 
gene ADH1C (responsável pelo metabolismo do etanol) no genótipo da criança 
parece ter um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/P não-sindrômica. No 
entanto, uma interação entre o genótipo materno para o gene ADH1C e o 
consumo de álcool pela mãe não foi observada. 
O tabagismo durante o primeiro trimestre de gestação é considerado um 
fator ambiental de risco para o desenvolvimento de FL/P não-sindrômicas (Vieira, 
2008). É Interessante observar que embora a influência pareça ser pequena, o 
tabagismo passivo durante o primeiro trimestre de gestação também eleva o risco 
de nascimento de uma criança com FL/P não-sindrômica (Jianyan et al., 2009). 
Lorente e colaboradores (2000) investigaram o uso do tabaco durante a gravidez e 
demonstraram um aumento no risco de ocorrência de FL/P não-sindrômica 
(OR=1,79; 95% IC=1,07-3.04). Além disso, foi observado que o risco aumenta 
com o número de cigarros consumidos durante a gestação. Entretanto, os 
resultados ainda são controversos, com alguns estudos demonstrando uma 
relação positiva (Shaw et al., 1996; Christensen et al., 1999; Romitti et al., 1999; 
Lorente et al., 2000; Jianyan et al., 2009; Jia et al., 2009) e outros estudos não 
encontrando esta mesma correlação (Beaty et al., 1997; Chevrier et al., 2008; 
Zarante et al., 2009). Hwang et al. (1995) foram os primeiros a propor a existência 
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de uma interação entre uma variante polimórfica do gene TGFA e o consumo de 
tabaco durante a gestação no risco para o desenvolvimento das FL/P não-
sindrômica. Contudo, um grande número de estudos não encontrou evidências 
desta interação (Christensen et al., 1999; Mitchell et al., 2001; Beaty et al., 2002; 
Zeiger et al., 2005; Chevrier et al., 2008). Recentemente, estudos têm avaliado a 
existência de uma interação entre o consumo de tabaco e polimorfismos em genes 
envolvidos nas vias de desintoxicação metabólica de componentes do tabaco no 
desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas. Entre estes genes, CYP e NAT 
(enzimas relacionadas com o metabolismo de uma ampla variedade de drogas) e 
GST (enzima responsável pela desintoxicação de vários compostos orgânicos) 
foram avaliadas e resultados controversos foram observados (Van Rooij et al., 
2002; Shaw et al., 2003). No estudo de Van Rooij e colegas (2002), o hábito de 
fumar foi responsável por um risco 2,5 vezes maior para o nascimento de uma 
criança com FL/P não-sindrômica. No entanto, neste mesmo estudo foi avaliada a 
combinação de tabagismo com a presença de uma variante polimórfica materna 
no gene NAT, que não contribuiu para um risco aumentado. 
Uma associação entre a deficiência de ácido fólico e defeitos nas estruturas 
derivadas do tubo neural, incluindo o lábio e o palato, está bem estabelecida na 
literatura (Itikala et al., 2001; Loffredo et al., 2001b; Prescott & Malcolm, 2002; van 
Rooij et al., 2004; Blom et al., 2006; Antony, 2007; Martínez-Frías, 2008; Boyles et 
al., 2008). O ácido fólico exerce um papel importante no metabolismo de 
compostos de um-carbono, sendo vital na formação e manutenção de eritrócitos e 
leucócitos e na conversão de proteínas em energia. Esta vitamina também é 
essencial para a biossíntese de bases nitrogenadas e aminoácidos durante a 
divisão celular e crescimento tecidual, eventos iniciais necessários para a 
formação normal do tubo neural (Zeiger & Beaty, 2002; Blom et al., 2006). 
Evidências clínicas indicam que o feto pode parasitar a mãe na tentativa de 
armazenar ácido fólico e, consequentemente, induzir uma depleção profunda de 
ácido fólico durante a gestação, o que pode resultar em um grande número de 
efeitos (Antony, 2007). Suplementos de ácido fólico um mês antes da gestação e 
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durante o primeiro trimestre gestacional, período de formação e fusão do lábio e 
palato, parece ter um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/P não-
sindrômica (Little et al., 2004; van Rooij et al., 2004; Canfield et al., 2005; Yazdy et 
al., 2007; Antony, 2007; Boyles et al., 2008; Mills et al., 2008; Jianyan et al., 2009). 
Diante destas observações tem sido proposta uma associação entre FL/P não-
sindrômicas e genes de enzimas que controlam o metabolismo do ácido fólico 
(Gaspar et al., 1999; Martinelli et al., 2001; Blanton et al., 2002; Prescott et al., 
2002; Jugessur et al., 2003; Shotelersuk et al., 2003; van Rooij et al., 2003; Vieira 
et al., 2005a; Mostowska et al., 2006; Boyles et al., 2008; Lopreato et al., 2008; 
Mills et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Vieira et al., 2008a; Carroll et al., 2009). 
Adicionalmente, um estudo recente sugeriu que o uso do ácido fólico durante a 
gestação modifica o efeito sinérgico entre polimorfismos no gene ABCB1 e o uso 
de medicamentos, diminuindo o risco para o nascimento de uma criança com FL/P 
não-sindrômica (Bliek et al., 2009). 
 
2.3. Via Metabólica do Ácido Fólico 
O ácido fólico, também conhecido como ácido pteroilglutâmico, vitamina Bc, 
vitamina B9 e vitamina M, está naturalmente presente nos alimentos na forma 
reduzida de poliglutamato, conhecida como folato – termo geral que se refere a 
compostos com estrutura e atividade semelhante à do ácido fólico (Bekaert et al., 
2008). Os folatos são vitaminas hidrossolúveis absorvidas no intestino por meio da 
ação de uma carboxipeptidase presente nas membranas das células mucosas. A 
forma reduzida absorvida é metilada pela enzima diidrofolato redutase (DHFR) 
presente em abundância na porção proximal do intestino delgado (duodeno e 
jejuno proximal). Após absorção, a distribuição pelos tecidos é rápida e 
dependente de proteínas de ligação que transportam até a medula óssea, ossos e 
fígado (Bekaert et al., 2008). Um sistema de reabsorção entero-hepático mantém 
os níveis constantes de ácido fólico (Bekaert et al., 2008), através da absorção 
pelo fígado que metila e transporta o ácido fólico até a bile, que o leva até o 
intestino para ser reabsorvido (Martínez-Frías, 2008). Estudos sustentam a 
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hipótese da existência de mecanismos transplacentários capazes de capturar e 
transportar ácido fólico materno para o feto durante a gestação (Antony, 2007). 
Este processo é necessário para o desenvolvimento normal do feto durante a 
embriogênese. No organismo, o folato pode ser encontrado em diferentes formas 
químicas (Figura 1). O tetraidrofolato (THF) é a forma biologicamente ativa e o 5-
metiltetraidrofolato (5-CH3THF) é a forma predominante no soro e nos tecidos. A 
principal função do ácido fólico é ser doador ou aceptor de unidades de carbono 
em rotas metabólicas chaves (Martínez-Frías, 2008). 
 
 
Figura 1. Parte do core central da estrutura química de algumas das diferentes formas de 
folato. Fonte: Lima et al. (2003). 
 
As reações dependentes de ácido fólico são coletivamente chamadas de 
“reações de transferência de um-carbono” e são eficientemente balanceadas por 
reações fundamentais (Figura 2). Uma destas reações é a transsulfuração que 
produz Hci a partir de homocisteína tiolactato (Hci-tl) através da enzima 
paraoxonase 1 (PON1) e produz a cistationina (Cista) a partir da homocisteína 
(Hci) em um processo catalisado pela enzima cistationina beta-sintase (CBS). Este 
processo cataboliza o excesso de Hci que não sofreu metilação. Além disso, o 
THF juntamente com a vitamina B12 é necessário para a reação de remetilação de 
Hci em metionina (Met), regulando a formação de S-adenosilmetionina (AdoMet). 
18 
 
A AdoMet é o agente primário da remetilação e doador universal de grupamento 
metil (CH3) para processos de metilação, os quais são particularmente importantes 
no período inicial da embriogênese; momento em que ocorre o aumento do 
número de células em um processo de rápida divisão. Depois de transferir o grupo 
metil, a AdoMet é convertida em S-adenosil-homocisteína (AdoHci) (Martínez-
Frías, 2008). A enzima citoplasmática metionina sintetase (MTR; OMIM 156570), é 
a responsável por catalisar a remetilação da homocisteína em metionina e 
converter ácido fólico (5-CH3THF) em THF. É através deste último processo que o 
ciclo do ácido fólico é interligado as “reações de transferência de um-carbono” 
(Boyles et al., 2008). Esta enzima requer metilcobalamina, um derivado de 
vitamina B12, como co-fator para sua atividade e 5-CH3THF como um doador de 
grupamento metil para catalisar a remetilação da homocisteína (Martinelli et al., 
2006; Martínez-Frías, 2008). Esta mesma conversão pode ainda ser realizada pela 
enzima betaína homocisteína metiltransferase (BHMT) em uma reação não 
dependente de ácido fólico (Van der Linden et al., 2006). Os níveis de 
homocisteína podem estar elevados devido a uma deficiência de ácido fólico, 
cobalamina (vitamina B12) ou por alterações genéticas em reguladores do ciclo do 
ácido fólico ou da “reação de transferência de um-carbono” (Boyles et al., 2006). 
A enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), uma flavoproteína, 
catalisa a redução de 5,10-CH2-THF para 5-CH3THF e funciona como co-fator 
para a remetilação da homocisteína em metionina (Gaughan et al., 2000). O gene 
MTHFR está localizado no cromossomo 1p36.3 (OMIM 607093) e uma redução na 
atividade do produto protéico deste gene é uma das alterações congênitas 
envolvendo o metabolismo do ácido fólico mais comuns e que resulta na 





Figura 2. Via metabólica do ácido fólico e “reações de um-carbono”. As enzimas estão 
representadas por elipses (as enzimas deste estudo estão destacadas em verde) e os 
substratos por caixas. A membrana celular está representada pela elipse pontilhada. A 
atividade enzimática é indicada pela seta sólida no ciclo do ácido fólico (azul), 
transsulfuração (verde) e remetilação (vermelho). As setas tracejadas representam a 
função de transporte e as reações metanólicas estão indicadas pelas setas pontilhadas. 
Abreviações: 5-CH3THF, 5-metiltetraidrofolato; 5,10-CH=THF, 5,10-meteniltetraidrofolato; 
5,10-CH2-THF, 5,10-metilenotetraidrofolato; 10f-THF, 10-formiltetraidrofolato; AdoMet, S-
adenosilmetionina; AdoHci, S-adenosil-homocisteína; Cista, cistationina; DHF, diidrofolato; 
Hci, homocisteína; Hci-tl, homocisteína tiolactato; Met, metionina; THF, tetraidrofolato;TS, 
timidilato sintase; dUMP, deoxiuridina; dTMP, deoxitimidina monofosfato; B12, Vitamina 
B12. Adaptado de Boyles et al. (2008). 
 
A metilenotetraidrofolato desidrogenase 1 (MTHFD1) é uma enzima 
trifuncional, dependente de NADP, envolvida em 3 reações seqüenciais que 
catalisam a conversão de THF para seus derivados 10-formiltetraidrofolato (10f-
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THF), 5,10-metiniltetraidrofolato (5,10-CH=THF) e 5,10-metilenotetraidrofolato 
(5,10-CH2-THF). Os derivados de folato 10f-THF e o 5,10-CH=THF atuam como 
doadores de carbono para a síntese das purinas e deoxitimidina monofosfato 
(dTMP), substratos requeridos para a síntese de DNA (Mills et al., 2008). O gene 
que codifica a enzima MTHFD1 está localizado no cromossomo 14q24 (OMIM 
172460). 
O transporte de moléculas de ácido fólico da circulação sangüínea para as 
células periféricas é um evento inicial importante para o seu metabolismo e 
envolve a internalização e o transporte destas moléculas através da proteína 
carreadora de folato reduzido 1 (RFC1) (Chango et al., 2000a). O gene RFC1 é 
também conhecido como SLC19A1 (membro 1 da família 19 de carreadores de 
soluto) e está localizado no cromossomo 21q22.3 (OMIM 600424; Boyles et al., 
2008). Polimorfismos neste carreador têm sido associados com um risco 
aumentado de doenças derivadas do tubo neural (Shaw et al., 2003; Pei et al., 
2006). A proteína RFC1 também regula a liberação de 5,10-CH3THF a partir de 
vesículas endocitadas no citoplasma celular (Chango et al., 2000a). 
Resumidamente, o metabolismo de derivados do ácido fólico/folato e as 
“reações de transferência de um-carbono” são essenciais para a síntese de DNA e 
proteína, divisão celular, crescimento tecidual e metilação do DNA (Boyles et al., 
2006). Quando existem polimorfismos gênicos nas enzimas relacionadas ao 
metabolismo do ácido fólico, a disponibilidade intracelular desta molécula pode ser 
limitada, comprometendo processos celulares cruciais para o desenvolvimento 
celular e tecidual (Boyles et al., 2008). 
 
2.4. Polimorfismos em Genes da Via Metabólica do Ácido Fólico 
Os genes relacionados diretamente ou indiretamente com a via metabólica 
do ácido fólico parecem ter um papel crucial na etiologia das malformações 
congênitas como as FL/P não-sindrômicas (Mills et al., 2008). A associação de 
polimorfismos nestes genes e um risco aumentado para o desenvolvimento de 
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FL/P não-sindrômica está sendo amplamente estudada (Morrison et al., 1998; Lin 
et al., 2008; Boyles et al., 2008; Reutter et al., 2008; Mills et al., 2008). 
Wong et al. (1999) observaram que a hiperhomocisteinemia poderia ser 
uma fator de risco para o nascimento de uma criança com FL/P não-sindrômica. 
Este efeito é uma conseqüência da atividade reduzida da enzima MTHFR, 
possivelmente provocada por polimorfismos gênicos capazes de alterar a 
conformação e atividade normal desta proteína. Um comum polimorfismo C>T 
(rs1801133) existente na posição 677 no exon 4 do gene MTHFR, que resulta na 
conversão de uma alanina em uma valina (Ala222Val), leva a tradução de uma 
enzima termolábil e consequente redução de 30% a 65% de sua atividade (Frosst 
et al., 1995; Chango et al., 2000b; Reutter et al., 2008). Estudo realizado com uma 
população da Europa Central por Reutter et al. (2008) não confirmou a associação 
do polimorfismo rs1801133 do gene MTHFR (genótipos TT e CT) e a ocorrência 
de FL/P não-sindrômicas através de testes de verificação de equilíbrio. Neste 
mesmo estudo foi avaliada a correlação entre o genótipo materno com e sem uso 
periconcepcional de ácido fólico que, da mesma forma, não revelou uma 
associação estatisticamente significante. Estudo recente realizado por Boyles et 
al. (2008) não observou um aumento no risco para desenvolvimento de uma FL/P 
não-sindrômica quando presente o alelo polimórfico 677T, tanto para o genótipo 
CT (OR: 0,62; 95% IC: 0,40-0,93) como para o genótipo TT (OR: 0,51; 95% IC: 
0,26-1,01). Gaspar et al. (2004), em um estudo realizado com famílias brasileiras, 
sugeriram que o genótipo materno 677TT no gene MTHFR tem um papel 
estatisticamente significante (OR: 2,3; 95% IC: 1,1-4,8, p=0,03) na suscetibilidade 
para o desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas. Mills et al. (2008) avaliaram a 
interação entre polimorfismos nos genes de enzimas do metabolismo do ácido 
fólico (MTHFR, MTHFD1 e TCN2) e fatores ambientais, incluindo consumo de 
álcool, cigarro e suplementação com ácido fólico nos primeiros 4 meses de 
gestação e história familiar de FL/P não-sindrômica, no entanto nenhuma relação 
positiva foi estabelecida entre eles. 
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O polimorfismo c.1958 G>A (rs2236225), localizado no exon 20 do gene 
MTHFD1 que resulta na conversão de uma arginina por uma glutamina 
(Gln653Arg), tem sido bastante associado com um risco genético aumentado entre 
mães com filhos apresentando doenças do tubo neural como as FL/P não-
sindrômicas (Brody et al., 2002; De Marco et al., 2006; Parle-McDermott et al., 
2006). Entretanto, alguns poucos estudos não encontraram esta associação 
(Mostowska et al., 2006; Palmieri et al., 2008). Parle-McDermott et al. (2006) 
analisaram a relação do polimorfismo c.1958 G>A no gene MTHFD1 com doenças 
do tubo neural e encontraram uma associação estatisticamente significante do 
genótipo homozigoto 1958AA entre as 245 mães de crianças com doenças do 
tubo neural (p=0,019). Achados similares foram encontrados em um estudo 
realizado por Mills et al. (2008), que demonstraram forte associação entre o 
genótipo 1958AA e o risco aumentado para FL/P não-sindrômica (p=0,03) e FP 
isolada (p=0,02). Em um estudo com uma população italiana, De Marco et al. 
(2006) revelaram um risco aumentado para o nascimento de um filho com FL/P 
não-sindrômica em mães que apresentavam pelo menos um alelo A na posição 
1958 do gene MTHFD1. É interessante notar que estudos têm mostrado que o 
polimorfismo rs2236255 (c.1958A>G) nas mães, mas não no embrião, é um risco 
para o desenvolvimento de doenças do tubo neural (Brody et al., 2002; Parle-
McDermott et al., 2006; Mills et al., 2008). 
 Mostowska et al. (2006), em um estudo relacionando o desenvolvimento de 
fissuras orofaciais com a presença do polimorfismo (rs1805087) c.2756A>G no 
exon 26 do gene MTR, o qual resulta na substituição de ácido aspártico por uma 
glicina (Asp919Gly), demonstraram que este polimorfismo aumenta 
significantemente o risco materno de ter um filho portador de uma FL/P não-
sindrômica. No entanto, em um estudo realizado na região sul do Brasil esta 
mesma associação não foi encontrada (Brandalize et al., 2007). Ainda neste 
estudo a presença dos polimorfismos em MTHFR c.677C>T e MTRR c.66A>G não 
demonstraram ser fator de risco para FL/P não-sindrômica, sugerindo que nesta 
população brasileira estudada estes fatores genéticos não foram efetivamente 
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responsáveis pelas alterações no metabolismo do ácido fólico (Brandalize et al., 
2007). Similarmente, Martinelli et al. (2006) não observaram a relação do 
polimorfismo c.2756A>G no gene MTR com o risco aumentado para o 
desenvolvimento de FLP não-sindrômicas. No entanto, o mesmo trabalho propôs 
uma possível interação gene-gene envolvendo dois polimorfismos nos genes 
MTHFR e TCN2 (proteína responsável pelo transporte citoplasmático de vitamina 
B12), que aparentemente podem influenciar o risco de desenvolvimento de FL/P 
não-sindrômicas. 
 Recentemente foi descrito um polimorfismo (rs1051266) no exon 2 do gene 
RFC1 que resulta em um produto protéico com reduzida habilidade de transportar 
o folato reduzido. Este polimorfismo resulta na transição de uma adenina para 
uma guanina (c.80A>G), induzindo a substituição no produto protéico de uma 
histamina por uma arginina na posição 80 da cadeia de aminoácidos (His80Arg). 
O polimorfismo rs1051266 do gene RFC1 parece estar associado com um alto 
desenvolvimento de costela bífida (De Marco et al. 2001; Shaw et al. 2002), mas 
sua relação com o risco de desenvolvimento de FL/P não-sindrômica ainda é 
controversa (Mostowska et al., 2006; Pei et al., 2006; Shaw et al., 2003). Um 
estudo realizado por Vieira et al (2005b) não encontrou uma associação de tal 
polimorfismo no gene RFC1 e o risco de desenvolvimento de FL/P não-
sindrômica. Lopreato et al (2008) estudaram a influência deste polimorfismo na 
concentração sérica de folato e seus metabólitos em mães e crianças recém-
nascidas sem alterações. Estes autores encontraram uma frequência do alelo 80G 
em 52,2% das mães e 59,2% dos recém-nascidos e as concentrações de folato e 
seus metabólitos parecem não estar associadas a este polimorfismo. 
 O exato papel dos polimorfismos gênicos das enzimas relacionadas com o 
metabolismo do ácido fólico na etiologia das FL/P não-sindrômicas ainda 
permanece indefinido e os resultados são controversos. Portanto, ainda se fazem 
necessários novos estudos para avaliar as interações gene-gene e gene-
ambiente, no intuito de ampliar nossa percepção dentro de uma complexa relação 
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entre suplementação-metabolismo de ácido fólico e a predisposição genética no 





Comparar o uso de suplemento vitamínico durante o primeiro trimestre da 
gravidez entre mães de indivíduos portadores de FL/P não-sindrômicas e mães de 
indivíduos clinicamente normais em uma população brasileira. 
 
Comparar a frequência alélica e genotípica de polimorfismos nos genes 
MTHFR, MTR, MTHFD1 e RFC1 entre mães de indivíduos portadores de FL/P 
não-sindrômicas e mães de indivíduos clinicamente normais. 
 
Correlacionar à presença dos polimorfismos gênicos e o uso de 
suplementação vitamínica durante o primeiro trimestre da gravidez. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as 
normas relativas à ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberação do 
Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - 
UNICAMP (processo 135/2008; Anexo). 
 
4.2. Amostras 
As amostras deste estudo foram divididas em 2 grupos: grupo controle que 
foi constituído por amostras de 184 mães de filhos normais e grupo experimental 
que foi composto por amostras de 106 mães de filhos com FL/P não-sindrômicas. 
Todas as amostras foram obtidas na cidade de Alfenas, MG; sendo realizada a 
coleta das amostras do grupo experimental no Centro de Reabilitações de 
Anomalias Craniofaciais da Universidade de Alfenas (UNIFENAS) durante o 
tratamento odontológico oferecido aos indivíduos fissurados. A coleta das 
amostras do grupo controle procedeu-se na Clínica de Graduação desta mesma 
instituição durante o tratamento odontológico. Os critérios de não inclusão neste 
estudo foram à existência de qualquer fator ambiental, incluindo tabagismo, 
consumo de bebidas alcoólicas, presença de doença crônica ou uso de 
medicamentos durante o primeiro trimestre de gestação, ou fator genético, tal 
como história de consanguinidade entre os pais e presença de um membro de 
primeiro grau com FL/P, comumente relacionados à etiologia das FL/P não-
sindrômicas. Todas as voluntárias deste estudo foram questionadas em relação ao 
uso de suplemento vitamínico e/ou ácido fólico durante o primeiro trimestre de 
gestação. 
 
4.3. Seleção dos Polimorfismos Gênicos 
Este estudo analisou 15 polimorfismos em 4 genes que codificam enzimas 
da via metabólica do ácido fólico. A seleção dos polimorfismos levou em 
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consideração: 1) estar localizado em uma região de exon, 2) ser um polimorfismo 
não-sinônimo e 3) estar em uma região de sítio de restrição. As características dos 
polimorfismos estão descritas na tabela 1. 
 
4.4. Coleta das Amostras 
 Previamente à coleta, todas as voluntárias foram informadas do propósito do 
estudo. Aquelas que se enquadravam dentro dos critérios previamente 
estabelecidos e concordaram em participar voluntariamente da pesquisa foram 
solicitadas a assinarem o termo de consentimento livre de participação na 
pesquisa. As amostras de células bucais foram coletadas através de um 
bochecho, por 60 s, de 5 ml de solução de sacarose a 3%. O conteúdo resultante 
do bochecho foi transferido para um tubo de 15 ml, o qual continha o volume de 5 
ml de uma solução 66% alcoólica contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7 
mM EDTA. 
 
4.5. Isolamento do DNA 
No laboratório, a cada tubo foi adicionada água destilada e deionizada 
autoclavada q.s.p. 15 ml. Após centrifugação e descarte do sobrenadante, o 
precipitado foi lavado em solução aquosa, contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM 
NaCl e 7 mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 
ressuspendido em solução de lise contendo 10 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% dodecil 
sulfato de sódio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 µg de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, EUA) e incubado a 50ºC em movimento contínuo semicircular. Após 16 h de 
incubação, foi adicionado 500 μl de uma solução aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M 
acetato de amônio. A mistura foi centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4ºC. O 
precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), 
seco e ressuspendido em tampão Tris-EDTA (TE Buffer). A concentração e pureza 
das amostras foram determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm 




Tabela 1. Descrição dos polimorfismos gênicos deste estudo. 
Gene rs Polimorfismo Resíduo de Aminoácido 
MTHFR 1801133 c.677C>T p.Ala222Val 
MTHFR 45438591 c.661G>A p.Gly221Arg 
MTHFR 2274974 c.1697G>A p.Gly566Glu 
MTHFR 45590836 c.1743G>A p.Met581Ile 
MTHFR 2274976 c.1781G>A p.Arg594Gln 
MTHFR 2066472 c.203G>A p.Arg68Gln 
MTHFR 45550133 c.400C>T p.Arg134Cys 
MTHFR 56182143 c.974G>A p.Arg325His 
MTHFD1 2236225 c.1958A>G p.Gln653Arg 
MTHFD1 11551059 c. 1138C>T p. Pro317Leu 
MTR 1805087 c.2756A>G p.Asp919Gly 
MTR 12749581 c.155G>A p.Arg52Gln 
MTR 61736442 c.185C>T p.Pro62Leu 
RFC1 1051266 c.80A>G p.His27Arg 
RFC1 35786590 c.1673C>T p.Ala558Val 
 
4.6. PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase Associada à Análise de 
Polimorfismo de Fragmentos de Restrição Enzimática) 
As reações de PCR-RFLP foram realizadas com pares de oligonucleotídeos 
específicos para cada um dos polimorfismos dos genes deste estudo (Tabelas 2-
5). Os oligonucloetídeos foram desenhados com o auxílio do programa IDT 
PrimerQuest (http://www.idtdna.com/home/home.aspx) com seqüências dos 
respectivos genes provenientes do “Gene BanK”. A especificidade de cada par de 
oligonucloetídeos foi testada no programa BLAST (National Center for 
Biotechnology Information-NIH, EUA - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Resumidamente, 500 ng de DNA foram amplificados em um termociclador 
(modelo 9600, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em uma reação de 10 μl 
composta por 1 μM de cada oligonucleotídeo, 2 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPmix e 
0,025 Ul de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As condições das reações de PCR 
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são descritas nas Tabelas 2-5. Após amplificação, os produtos de PCR foram 
incubados com as enzimas de restrição específicas para a análise de cada 
polimorfismo (Tabela 6), segundo recomendações do fabricante (Fermentas Inc., 
Hannover, MD, EUA). Os produtos da digestão foram separados 
eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 8% contendo 0,5 µg/ml de brometo 
de etídio (Invitrogen). A documentação foi realizada no sistema de 
fotodocumentação Kodak Digital ScienceTM equipado com câmera digital DC120 
em com programa 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). 
 
4.7. Análise Estatística 
O teste análise de variância (one way ANOVA) foi utilizado para verificar se 
existia uma diferença na faixa etária de gestação entre os grupos controle e 
experimental, enquanto que o teste qui-quadrado foi utilizado para comparar a 
distribuição da cor de pele das voluntárias entre os grupos. 
A análise de correlações foi realizada pelo teste qui-quadrado em tabelas 
de dupla ou tripla entrada. O cálculo do risco de recorrência (odds ratio, OR) com 
intervalo de confiança (IC) em 95% foi realizado para os fatores que 
demonstraram valor significante no teste qui-quadrado para estimar o risco de 
cada fator na ocorrência da FL/P não-sindrômica. As variáveis que demonstraram 
um valor significante no teste qui-quadrado também foram utilizadas para análise 





Tabela 2. Seqüências dos oligonucleotídeos e condições das reações de PCR para os polimorfismos do gene MTHFR. 




































517 62°C 35 




Tabela 3. Seqüências dos oligonucleotídeos e condições das reações de PCR para análise dos polimorfismos do gene 
MTHFD1. 












265 61°C 40 




Tabela 4. Seqüências dos oligonucleotídeos e condições das reações de PCR para análise dos polimorfismos do gene MTR. 












303 62°C 40 
rs61736442 
F: 5’AAACCCTGCGGGATGAGATCAATG3’ 
R: 5’TTTATTCTCCGGAGCACTCGGCAT3’ 303 62°C 40 




Tabela 5. Seqüências dos oligonucleotídeos e condições das reações de PCR para análise dos polimorfismos do gene RFC1. 












217 62°C 40 
* Oligonucleotídeo: Forward (F) e Reverse (R) 
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Tabela 6. Enzimas de restrição e padrões dos fragmentos gerados após a reação de PCR-RFLP. 
Gene rs  Polimorfismo Enzima 
Fragmentos de Restrição (pb) 
Homozigoto Comum Heterozigoto Homozigoto Raro 
MTHFR rs1801133 677C>T HinfI 425 e 52 425, 260, 165 e 52 260, 165 e 52 
MTHFR rs45438591 661G>A AciI 213, 116, 95 e 53 266, 213, 116, 95 e 53 266, 116 e 95 
MTHFR rs2274974 1697G>A DdeI 568 e 41 568, 502, 66 e 41 502, 66 e 41 
MTHFR rs45590836 1743G>A Hin1II 156, 144, 167 e 142 300, 156, 144, 167 e 142 300, 167, 142 
MTHFR rs2274976 1781G>A Mbil 500 e 109 609, 500 e 109 609 
MTHFR rs2066472 203G>A Taq 229, 113 e 28 342, 229, 113 e 28 342 e 28 
MTHFR rs45550133 400C>T HhaI 287 e 44 331, 287 e 44 331 
MTHFR rs56182143 974G>A BsTUI 402 e 115 517, 402 e 115 517 
MTHFD1 rs2236225 1958A>G MspI 245 e 162 407, 245 e 162 407 
MTHFD1 rs11551059 1138C>T StyI 177 e 90 265, 177 e 90 265 
MTR rs1805087 2756A>G HaeIII 538 381 e 202 538, 381 e 202 
MTR rs12749581 155G>A StyI 303 303, 196 e 107 196 e 107 
MTR rs61736442 185C>T HaeIII 166 e 137 303, 166 e 137 303 
RFC1 rs1051266 80A>G HhaI 172 e 71 172, 135, 71 e 37 135, 71 e 37 





5.1. Características Gerais dos Grupos 
 O grupo experimental foi composto por 106 mães de filhos com FL/P não-
sindrômica. Nenhum membro deste grupo apresentou história de outros membros 
fissurados na família e muitas destas mães apresentaram filhos normais, 
reforçando a ausência de um caráter familiar. Todos os pacientes foram 
examinados pela Equipe Multidisciplinar do Centro de Reabilitações de Anomalias 
Craniofaciais da Universidade de Alfenas (UNIFENAS), revelando nenhuma outra 
alteração sistêmica em associação a FL/P não-sindrômica. Neste grupo a idade 
média da gestação do filho fissurado foi de 24 ± 5,88 anos, sendo que a cor de 
pele mais prevalente dos membros foi o feoderma (52 mães, 49%), seguida pelo 
leucoderma (41 mães, 38,7%). O grupo controle foi composto de 184 mães de 
indivíduos normais, com uma idade média da gestação para o primeiro filho de 22 
± 6,55 anos e uma distribuição de cor de pele dos membros muito similares aos do 
grupo experimental (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Distribuição dos grupos controle e experimental de acordo com a idade de 






 n % n % 
Idade de gestação    
Média ± Desvio padrão 22 ± 6,55 24 ± 5,88 p=0,11 
    
Cor de pele     
p=0,29 
Leucoderma 57 31,0 41 38,7 
Melanoderma 24 13,1 12 11,4 
Xantoderma 0 0 1 0,9 
Feoderma 103 55,9 52 49,0 
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5.2. Correlação do Uso de Suplemento Vitamínico Durante a Gestação 
A correlação entre o uso de suplementos vitamínicos e/ou ácido fólico e os 
grupos é demonstrada na Tabela 8. Uma marcada diferença estatística em relação 
ao uso ou não de suplementos vitamínicos durante o primeiro trimestre de 
gestação entre os grupos foi encontrada (x2=15,02, p=0,0001). Cerca de 53% das 
mães do grupo controle fizeram uso de suplemento vitamínico durante o primeiro 
trimestre de gestação, enquanto que apenas 29% das mães de filhos com FL/P 
não-sindrômicas fizeram uso. 
 
Tabela 8. Correlação do uso de suplemento vitamínico no primeiro trimestre de gestação 
entre os grupos controle e experimental. 
 
Grupo Controle Grupo Experimental  
 
N %   N %  
Suplemento 
Vitamínico 
     
Não 87 47,3 75 70,7 x2=15,02 
p=0,0001 Sim  97 52,7 31 29,3 
 
5.3. Frequência Alélica e Genotípica dos Polimorfismos 
 Um total de 15 polimorfismos nos genes relacionados ao metabolismo do 
ácido fólico foram analisados neste estudo, sendo encontrado variações em 5 
deles: rs1801133 e rs2274976 do gene MTHFR, rs2236225 do gene MTHFD1, 
rs1805087 do gene MTR e rs1051266 do gene RFC1. As demais regiões 
polimórficas não demonstraram variações na população brasileira. 
Os três genótipos possíveis do polimorfismo rs1801133 (c.677 C>T), o qual 
resulta na substituição de um aminoácido alanina por uma valina na posição 222 
do produto protéico (Ala222Val), foram identificados na população brasileira. 
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Figura 3 ilustra o padrão de fragmentação dos produtos de PCR digeridos pela 
endonuclease HinfI e a caracterização dos 3 genótipos. 
Como esperado para este lócus polimórfico, o alelo C foi o mais comum, 
sendo encontrado em 71,1% e 69,8% dos indivíduos do grupo controle e 
experimental respectivamente (Tabela 9). Individualmente ou em combinação, a 
frequência genotípica da região polimórfica rs1801133 entre os grupos controle e 
experimental foi similar (Tabela 9). O genótipo CC foi o mais frequente no grupo 
controle (n= 95, 51,7%), enquanto que o genótipo CT foi mais prevalente no grupo 
experimental (n= 50, 47,1%). 
 
Figura 3. Amostras representativas da análise do polimorfismo rs1801133 (c.677C>T) do 
gene MTHFR para 1 indivíduo homozigoto CC, 1 heterozigoto CT e 1 homozigoto TT 
deste estudo. A presença do alelo T na posição 677 da seqüência de nucleotídeos cria 
um sítio de restrição reconhecido pela enzima HinfI, gerando 2 fragmentos de 260 e 165 
pb, enquanto a presença do alelo C abole este sítio de restrição. O amplicon gerado pela 
reação de PCR também apresenta outro sítio reconhecido pela enzima de restrição HinfI, 
gerando um fragmento de 52 pb independente da presença ou não do polimorfismo. 
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Tabela 9. Frequência alélica e genotipica do polimorfismo rs1801133 do gene MTHFR 





(n=106)   
n %  n %   
Frequência alélica      
Alelo C 262 71,1 148 69,8 x2=0,12 
p=0,72 Alelo T 106 28,9 64 30,2 
Frequência genotípica      
CC 95 51,7 49 46,3 
x2=1,99 
p =0,36 
CT 72 39,1 50 47,1 
TT 17 9,2 7 6.6 
Combinações genotípicas 
CC + CT 167 90,8 99 93,4 x2=0,61 
p=0,43 TT 17 9,2 7 6.6 
      
CC 95 51,7 49 46,3 x2=0,78 
p=0.37 CT + TT 89 48,3 57 53,7 
 
A população estudada apresentou 2 dos genótipos possíveis do 
polimorfismo rs2274976 (c.1781G>A) do gene MTHFR. Este polimorfismo é 
caracterizado pela substituição de uma arginina por uma glutamina na posição 594 
do produto protéico (Arg594Gln). A distinção dos 2 padrões genotípicos foi 
realizada pela digestão com a endonuclease Mbil (Figura 4). O alelo mais comum 
na população brasileira foi o alelo G (Tabela 10). Interessantemente, o alelo A foi 
encontrado em uma frequência significantemente maior no grupo experimental 
quando comparado com o grupo controle (p=0,000001). Em concordância, a 
frequência do genótipo polimórfico GA foi também significantemente maior no 
grupo experimental que no grupo controle (p=0,000001) (Tabela 10). O genótipo 
GA foi encontrado em mais de 50% das amostras do grupo experimental, 





Figura 4. Amostras representativas do polimorfismo rs2274976 (c.1781G>A) do gene 
MTHFR. É demonstrado exemplos da reação de PCR-RFLP para 1 indivíduo homozigoto 
GG e 1 heterozigoto GA, após incubação com a enzima de restrição MbiI. A presença do 
alelo G gera um sítio de restrição reconhecido pela enzima, permitindo a digestão do 
amplicon em 2 fragmentos de 500 e 109 pb, contudo, a presença do alelo A bloqueia este 
sítio de restrição mantendo um único fragmento de 609 pb. 
 
Tabela 10. Frequência alélica e genotipica do polimorfismo rs2274976 no gene MTHFR 





(n=106)   
n %  n %  
Frequência alélica      
Alelo G 339 92,2 157 74,1 x2=35,4 
p=0,000001 Alelo A 29 7,8 55 25,9 
Frequência genotípica      
GG 155 84,3 51 48,2 x2=42,6 
p=0,000001 GA 29 15,7 55 51,8 
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A caracterização do polimorfismo rs2236225 (c.1958A>G) do gene 
MTHFD1 foi realizada através da incubação com a endonuclease HpaII, a qual 
revelou os 3 genótipos possíveis na população estudada (Figura 5). Este 
polimorfismo é responsável pela substituição de uma glutamina por uma arginina 
na posição 653 da cadeia protéica da enzima (Gln653Arg). O alelo mais comum 
na população foi o alelo G (Tabela 11). A frequência genotípica revelou uma maior 
prevalência do genótipo GA em ambos os grupo, não sendo encontrada nenhuma 
diferença estatisticamente significante (x2= 5,16; p=0,07). No entanto, quando os 
genótipos GG e GA foram agrupados e comparados com a frequência do genótipo 
homozigoto raro AA, uma diferença estatisticamente significante foi observada 
(x2=4,94; p=0,02). A frequência do genótipo raro AA no grupo controle e 
experimental foi 14,1% e 24,5%, respectivamente (Tabela 11). 
 
Figura 5. Amostras representativas da análise do polimorfismo rs2236225 (c.1958A>G) 
do gene MTHFD1 para 1 indivíduo homozigoto GG, 1 heterozigoto GA e 1 homozigoto 
AA. Na presença do alelo G a digestão com a enzima HpaII gera 2 fragmentos de 245 e 




Tabela 11. Frequência alélica e genotipica do polimorfismo rs2236225 do gene MTHFD1 





(n=106)   
n %  n %   
Frequência alélica      
Alelo G 222 60,4 115 54,3 x2=2,04 
p=0,15 Alelo A 146 39,6 97 45,7 
Frequência genotípica      
GG 64 34,8 35 33,1 
x2=5,16 
p= 0,07 
GA 94 51,1 45 42,4 
AA 26 14,1 26 24,5 
Combinações de genótipos 
GG + GA 158 85,9 80 75,5 x2=4,94 
p=0,02 AA 26 14,1 26 24,5 
      
GG 64 34,8 35 33,1 x2= 0,09 




A presença do polimorfismo rs1805087 (c.2756 A>G) do gene MTR foi 
avaliada por PCR-RFLP com a endonuclease HaeIII. Os 3 genótipos possíveis 
foram encontrados nas amostras deste estudo (figura 6). O alelo mais comum na 
população foi o alelo A, com uma frequência alélica de 78,8% e 79,7% para os 
grupos controle e experimental respectivamente. Os genótipos individualmente ou 
em combinação apresentaram uma distribuição similar entre os grupos controle e 
experimental (Tabela 12). O genótipo homozigoto AA foi o mais prevalente entre 
os grupos controle (n=119, 64,6%) e experimental (n=70, 66%). 
 
Figura 6. Amostras representativas do polimorfismo rs1805087 (c.2756A>G) do gene 
MTR. É demonstrado exemplos da reação de PCR-RFLP para 1 indivíduo homozigoto 
AA, 1 heterozigoto AG e 1 homozigoto GG, após incubação com a enzima de restrição 
HaeIII. A presença do alelo G gera um sítio de restrição reconhecido pela endonuclease, 
resultando em 2 fragmentos de 202 e 381 pb. Contudo, na presença do alelo A não existe 
o sítio de restrição e o amplicon não é digerido. 
42 
 
Tabela 12. Frequência alélica e genotipica do polimorfismo rs1805087 no gene MTR para 





(n=106)   
n %   n %  
Frequência alélica       
Alelo A 290 78,8 169 79,7  x2=0,06 
p=0,79 Alelo G 78 21,2 43 20,1  
Frequência genotípica       
AA 119 64,7 70 66,1  
x2=0,05 
p=0,97 
AG 52 28,3 29 27,3  
GG 13 7,0 7 6.6  
Combinações de genótipos 
AA + AG 171 93,0 99 93,4  x2=0,02 
p=0,88 GG 13 7,0 7 6.6  
       
AA 119 64,7 70 66,1  x2=0,05 
p=0,81 AG + GG 65 35,3 36 33,9  
 
O polimorfismo rs1051266 (c.80A>G) do gene RFC1, o qual resulta na 
substituição do aminoácido histamina por uma arginina na posição 27 do produto 
protéico (His27Arg), foi avaliado por PCR-RFLP com a endonuclease HhaI. Figura 
7 ilustra os exemplos dos 3 genótipos identificados nas amostras deste estudo. A 
frequência alélica não revelou diferença estatisticamente significante entre as 
populações (x2=0,007, p=0,92), mostrando uma frequência discretamente 
aumentada do alelo A em ambos os grupo (52,4% para o grupo controle e 52,8% 
para o grupo experimental). Da mesma forma, individualmente ou em combinação, 
a distribuição dos genótipos foi muito similar entre os grupos controle e 





Figura 7. Amostras representativas da análise do polimorfismo rs1051266 (c.80A>G) do 
gene RFC1 para 1 indivíduo homozigoto AA, 1 heterozigoto AG e 1 homozigoto GG. A 
presença de dois alelos A cria um sítio reconhecido pela enzima HinfI, gerando a digestão 
do produto de PCR em 2 fragmentos de 172 e 71 pb, enquanto a presença de dois alelos 
G cria dois sítio de restrição e gera 3 fragmentos de 135, 71 e 37 pb. 
 
5.4. Risco de Recorrência e Análise Multivariada 
 Três fatores, polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR, polimorfismo 
rs2236225 do gene MTHFD1 e consumo de suplemento vitamínico durante o 
primeiro trimestre de gravidez, foram observados como de importância e 
correlacionaram de forma significante com o grupo experimental. Estes fatores 
foram utilizados para análise do risco de recorrência (Odds Ratio - OR) e análise 
multivariada. Tabela 14 demonstra os valores de OR e 95% IC para o grupo 
experimental tendo como referência o grupo controle. O risco de uma mulher com 
o genótipo GA para a região polimórfica rs2274976 do gene MTHFR de ter um 
filho com FL/P não-sindrômica é aproximadamente 6 vezes maior que uma mulher 
com o genótipo GG. O risco de mulheres terem um filho com FL/P não-sindrômica 
na presença do genótipo AA na região polimórfica rs2236225 do gene MTHFD1 é 
menor comparado com o polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR. Este risco foi 
de 1,97 vezes. Interessantemente, esta mesma análise demonstrou que o risco de 
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uma mulher ter um filho com FL/P não-sindrômica consumindo ou não suplemento 
vitamínico durante o primeiro trimestre de gravidez, embora significante, é baixo 
(0,37 vezes maior). A análise multivariada revelou que estes fatores são 
independentes em predizer o risco de uma mãe ter um filho com FL/P não-
sindrômica, visto que nenhuma correlação entre eles foi observada (Tabela 15). 
 
Tabela 13. Frequência alélica e genotipica do polimorfismo rs1051266 do gene RFC1 







n %   n %    
Frequência alélica      
Alelo A 193 52,4 112 52,8 x2=0,007 
p=0,92 Alelo G 175 47,6 100 47,2 
Frequência genotípica      
AA 53 28.8 35 33,0 
x2=1,59 
p=0,44 
AG 87 47,3 42 39,7 
GG 44 23,9 29 27,3 
Combinações de genótipos 
AA + AG 140 76,0 77 72,6 x2=0,42 
p=0,51 GG 44 23,9 29 27,3 
      
AA 53 28,8 35 33,0 x2=0,56 




Tabela 14. Calculo do risco de recorrência dos polimorfismos rs2274976 do gene MTHFR 
e rs2236225 do gene MTHFD1 e consumo de suplemento vitamínico durante o primeiro 
trimestre de gravidez. 
 Grupo controle  Grupo experimental 
OR 95%IC 
 n %  n % 
MTHFR        
GG 155 84,2  51 48,1 
5,76 3,32-9,98 
GA 29 15,7  55 51,8 
        
MTHFD1        
GG + GA 158 85,8  80 75,4 
1,97 1,07-3,62 
AA 26 14,1  26 24,5 
        
Vitamina        
Não 87 47,3  75 70,7 
0,37 0,22-0,61 
Sim 97 52,7  31 29,3 
 
Tabela 15. Análise multivariada dos fatores que demonstraram significante correlação 
com grupo experimental na análise univariada. 
Variáveis Valor de p 
Vitamina e rs2274976 do gene MTHFR 0,14 
Vitamina e rs2236225 do gene MTHFD1* 0,90 
rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1* 0,77 
Vitamina, rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1* 0,85 





 Esta bem estabelecida na literatura que a etiologia das FL/P não-
sindrômicas é multifatorial, dependendo da interação entre fatores genéticos e 
ambientais (Zeiger & Beaty, 2002; Vieria et al., 2005; Boyles et al., 2006; 
Mostowska et al., 2006; Brandalize et al., 2007; Carinci et al., 2007; Boyles et al., 
2008; Johnson & Little et al., 2008; Mills et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Vieira et 
al., 2008c; Bliek et al., 2009; Boyles et al., 2009; Jia et al., 2009; Kistner et al., 
2009; Leite & Koifman, 2009). Os derivados do ácido fólico são essenciais à 
síntese de DNA e proteínas, divisão celular, crescimento tecidual e metilação do 
DNA (Morrison et al. 1998). Este último processo é responsável pelo controle 
transcricional e pela organização cromossômica, sendo críticos para o 
desenvolvimento do embrião (Razin & Kantor, 2005). Em função da importância do 
ácido fólico e dos processos de metilação na embriogênese, os polimorfismos em 
genes relacionados ao metabolismo do ácido fólico, incluindo os genes MTHFR, 
MTHFD1, MTR e RFC1, são fortes candidatos para o desenvolvimento de uma 
FL/P não-sindrômica (Martinelli et al., 2001; Blanton et al., 2002; Prescott et al., 
2002; Jugessur et al., 2003; Shotelersuk et al., 2003; van Rooij et al., 2003; Vieira 
et al., 2005b; Boyles et al., 2006; Mostowska et al., 2006; Brandalize et al., 2007; 
Boyles et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Vieria et al., 2008; Boyles et al., 2009). 
Então, o objetivo deste estudo foi compreender a participação do suplemento 
vitamínico e de polimorfismos em genes que codificam enzimas relacionadas ao 
metabolismo do ácido fólico na etiopatogenia das FL/P não-sindrômicas. Para que 
houvesse a menor interferência possível dos principais fatores ambientais que são 
comumente associados com o risco elevado para o nascimento de um filho com 
FL/P não-sindrômica, este estudo tomou o cuidado de selecionar apenas amostras 
de mães que não relataram tabagismo, consumo de bebidas alcoólicas ou uso de 
medicamentos durante o primeiro trimestre de gravidez e não apresentavam 
doenças crônicas, história de consanguinidade ou história de FL/P em membros 
da família de primeiro grau. 
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A suplementação vitamínica, em particular com ácido fólico, no primeiro 
trimestre de gravidez é considerada um importante fator protetor para o 
desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas (Shaw et al., 1995; Czeizel et al., 
1999; Loffredo et al., 2001b; Itikala et al., 2001; van Rooij et al., 2004; Boyles et 
al., 2006; Boyles et al., 2008). Em concordância, os resultados deste estudo 
demonstraram uma frequência significantemente maior de mulheres do grupo 
controle que durante a gravidez fizeram uso de suplementação vitamínica ou ácido 
fólico comparado com mulheres do grupo experimental. Nossos resultados 
também revelaram que o risco de uma mulher ter um filho com FL/P não-
sindrômica quando ela não faz uso de suplemento vitamínico ou ácido fólico 
durante o primeiro trimestre de gravidez é ~0,4 vezes maior que uma mulher que 
faz uso (OR: 0,37; 95% IC: 0,22-0,61). Recentemente, Johnson & Little (2008) 
demonstraram fortes evidências que o ácido fólico isolado (fortificação ou dieta 
rica em ácido fólico) não apresenta um efeito protetor para o nascimento de um 
filho com FL/P não-sindrômica, contudo, quando associado com múltiplas 
vitaminas, isto é, quando administrado na forma de complexo multivitamínico, o 
efeito protetor é evidente. Este resultado foi também confirmado em outros 
estudos (Ray et al., 2003; Simmons et al., 2004; Johnson & Little, 2008; Jia et al., 
2009). O estudo de Johnson & Little (2008) ainda revelou que a presença de 
variantes polimórficas nos genes MTHFR e MTHFD1 e o uso da suplementação 
vitamínica parecem ser fatores independentes, não sendo identificada uma 
interação destas variáveis com um risco maior para o nascimento de um filho com 
FL/P não-sindrômica. Adicionalmente, Wilcox et al. (2007) encontraram que o uso 
de suplementação com ácido fólico no início da gestação exerce um efeito protetor 
para o nascimento de um filho com FL isolada ou FLP não-sindrômica, sem 
nenhum efeito sobre os casos de FP isolada. Embora nosso grupo experimental 
seja pequeno, nenhuma correlação entre a suplementação vitamínica e o tipo de 
fissura foi observada (dado não mostrado). Como uma limitação de nosso estudo, 
não houve o diferencial durante a coleta das informações clínicas entre 
suplementação com ácido fólico e suplementação com complexo multivitamínico. 
48 
 
Interessantemente, alguns estudos não encontraram uma associação entre 
o uso suplementação vitamínica durante a gravidez e a redução do risco para o 
nascimento de um filho com FL/P não-sindrômica (Hayes et al., 1996; Ray et al., 
2003; Simmons et al., 2004). Diferenças entre a etnia genética, o tamanho dos 
grupos e a metodologia empregada podem ser responsáveis por estes resultados 
controversos. Em adição, alguns estudos demonstraram que o efeito protetor da 
suplementação vitamínica ocorre somente quando há a utilização durante o 
período pré-concepção e no primeiro trimestre após a concepção (Mossey e al., 
2007; Johnson & Little, 2008). 
 No presente estudo foram analisados 8 polimorfismos no gene MTHFR e 
destes apenas os polimorfismos rs1801133 e rs2274976 apresentaram variações 
genotípicas na população estudada. A análise da frequência alélica e genotípica 
do polimorfismo rs1801133 (c.677C>T) não revelou associação com o nascimento 
de um filho com FL/P não-sindrômica neste estudo. Este polimorfismo no gene 
MTHFR tem sido amplamente estudado como fator de risco para FL/P não-
sindrômicas, porém os resultados são controversos (Tolarova & Cervenka, 1998; 
Gaspar et al., 1999; Mills et al., 1999; Martinelli et al., 2001; Prescott et al., 2002; 
van Rooij et al., 2003; Pezzetti et al., 2004; Zhu et al., 2006; Reutter et al., 2008). 
Entre estes estudos um número considerável revelou uma frequência aumentada 
do alelo variante T entre as mães de filhos com FL/P não-sindrômicas e uma 
possível associação do genótipo 677TT com um risco aumentado para o 
nascimento de um filho com fissura, não tendo relação com o genótipo do embrião 
(Gaspar et al., 1999; Martinelli et al., 2001; Prescott et al., 2002; van Rooij et al., 
2003; Pezzetti et al., 2004; Reutter et al., 2008). Contrariamente, alguns estudos 
demonstraram que mães com 1 ou 2 alelos T na posição 677 do gene MTHFR 
apresentam um risco reduzido para o nascimento de um filho com FL/P não-
sindrômica, sugerindo um possível efeito protetor deste alelo (De Marco et al., 
2002; Jugessur et al., 2003; Boyles et al., 2008; Little et al., 2008). A possível 
explicação para tal efeito é que na presença do alelo T, a atividade da enzima 
MTHFR é reduzida, diminuindo a conversão do 5,10-CH2THF em 5-CH3THF e, 
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conseqüentemente, aumentando a quantidade de 5,10-CH2THF disponível para a 
síntese de pirimidinas, reduzindo desta forma possíveis danos na síntese de DNA 
(Brockton, 2006; Boyles et al., 2008). Uma falta de associação entre a variante T e 
o risco materno aumentado para ter um filho com FL/P não-sindrômica também foi 
demonstrado (Shaw et al., 1999; Blanton et al., 2002; Boyles et al., 2006; Boyles et 
al., 2009). 
Os resultados dos estudos conduzidos com amostras da população 
brasileira são similares aos nossos. O estudo de Gaspar e colegas em 1999 foi o 
primeiro a acessar o papel do polimorfismo rs1801133 no gene MTHFR na 
população brasileira. Estes autores não encontraram nenhuma diferença na 
prevalência do alelo T e dos genótipos TT e CT entre mães de filhos com FL/P 
não-sindrômicas e mães de filhos normais. A investigação conduzida por 
Brandalize e colaboradores (2007) na região sul do Brasil também revelou uma 
distribuição similar do alelo 677T entre crianças portadoras de FL/P não-
sindrômica e suas mães comparado com os grupos controle, não sendo 
encontrada nenhuma associação entre este polimorfismo e o desenvolvimento das 
fissuras. Um estudo realizado com amostras das populações da América Latina, o 
qual incluiu a população brasileira, não encontrou associação entre as FL/P não-
sindrômicas e a presença da variante alélica T (Vieira et al., 2005b). 
Coletivamente, estes resultados suportam a hipótese de que o polimorfismo 
materno rs1801133 no gene MTHFR não é um fator etiológico significante para o 
nascimento de uma criança com FL/P não-sindrômica na população brasileira. 
Outro estudo de Gaspar e colaboradores (2004) com a população brasileira 
revelou uma interação do polimorfismo materno no lócus rs1801133 do gene 
MTHFR e o alelo 135bp/BCL3 presente no genótipo do filho com FL/P não-
sindrômica. Esta interação é responsável por um risco de ~2,5 vezes maior para o 
desenvolvimento de uma FL/P não-sindrômica (OR: 2,3; 95% IC: 1,1–4,8; P=0,03). 
Então, a existência de interações gene-gene com os polimorfismos de MTHFR 
pode modular os efeitos deste gene como fator de risco materno para o 
desenvolvimento de uma criança com FL/P não-sindrômica (Gaspar et al., 2004). 
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É importante também destacar que a ausência de relação entre o polimorfismo 
rs1801133 em nosso estudo pode estar associada ao pequeno tamanho de nossa 
amostra ou à intensa miscigenação étnica encontrada na população brasileira. 
 Embora não tenha sido observada nenhuma influência do polimorfismo 
rs1801133 no desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas, uma grande 
prevalência do polimorfismo rs2274976 (c.1781G>A) no gene MTHFR foi 
observada em mães de filhos com FL/P não-sindrômicas. O alelo 1781A 
apresentou uma frequência significantemente maior no grupo experimental 
(25,9%) quando comparado com o grupo controle (7,8%) (x2=42,6; p=0,000001). 
Através da análise de recorrência, nós observamos que o risco de uma mulher 
com o genótipo 1781GA ter um filho com FL/P não sindrômica é de 
aproximadamente 6 vezes maior que uma mulher não polimórfica para este sítio 
(OR=5,76; 95% IC= 3,32-9,98). Não existem estudos prévios correlacionando este 
polimorfismo materno no gene MTHFR e o risco de desenvolvimento de FL/P não-
sindrômica. Existe apenas um estudo na literatura inglesa realizado por Shi et al. 
(2005) que investigaram a presença do polimorfismo c.1781G>A como fator de 
risco para câncer de pulmão. Para a realização deste estudo foram utilizados 
1.035 casos de câncer de pulmão e 1.148 controles que foram pareados pelas 
variáveis idade, sexo, etnia e hábito de fumar. Estes autores encontraram que a 
presença do polimorfismo 1781GA é responsável por um risco aumentado em 
1,23 vezes para o desenvolvimento de câncer de pulmão. 
 Este estudo também analisou o polimorfismo rs2236225 (c.1958G>A) no 
gene MTHFD1 que codifica a enzima trifuncional dependente de folato. Este 
polimorfismo no gene MTHFD1 parece alterar delicadamente o fluxo balanceado 
entre 5,10-CH2-THF e 10f-THF e através disto influenciar a disponibilidade de 5-
CH3THF para a remetilação de homocisteína (Horne, 2003). Estudo recente 
demonstrou que polimorfismos neste gene não afetam a atividade enzimática da 
enzima MTHFD1, mas parece afetar a termo-habilidade da enzima, diminuindo 
sua capacidade de sintetizar purina (Christensen et al., 2009). Esta variante 
polimórfica tem sido analisada em poucos estudos e parece estar associada a um 
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risco genético materno de ter uma criança com doença do tubo neural (Brody et 
al., 2002; Parle-McDermott et al., 2006). No entanto, alguns estudos não 
encontraram esta mesma associação com FL/P não-sindrômicas (Mostowska et 
al., 2006; Boyles et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Mostowska et al., 2009). Os 
resultados deste estudo revelaram uma associação entre o genótipo materno AA e 
o nascimento de um filho com FL/P não-sindrômica e o risco de uma mulher com o 
genótipo polimórfico AA ter um filho com FL/P não-sindrômica é aproximadamente 
2 vezes maior que uma mulher com o genótipo GG ou GA. Similarmente um 
estudo realizado na Irlanda por Mills et al. (2008) revelaram que mães 
homozigotas para o alelo raro A apresentam um risco aumentando em 1,4 vezes 
de ter um filho com FL/P não-sindrômica e este risco parece estar associado 
igualmente com o genótipo da criança. Interessantemente a variante polimórfica 
da enzima MTHFD1 parece ser fator de risco materno, mas não embriogênico, 
para doença do tubo neural assim como para FL/P não-sindrômica (Brody et al., 
2002; Parle-McDermott et al., 2006; Mills et al., 2008). A associação deste 
polimorfismo no genótipo das crianças foi relatada na população italiana como 
responsável por um aumento do risco para FL/P não-sindrômica (De Marco et al., 
2006), mas a mesma relação não existiu na população da Holanda (van der 
Linden et al., 2007). Outros estudos também não reportaram uma associação 
entre a presença da variante polimórfica 1958AA do gene MTHFD1 no genótipo 
materno (Mostowska et al., 2006; Boyles et al., 2008) e nem no genótipo da 
criança com FL/P não-sindrômica (Boyles et al., 2008; Palmieri et al., 2008). 
 O gene MTR é também um alvo de interesse em estudos relacionados com 
o metabolismo de homocisteína e ácido fólico. Neste estudo apenas 1 dos 3 
polimorfismos analisados apresentou variações genotípicas na população 
estudada. A presença do alelo ou genótipo polimórfico rs1805087 não foi 
associada com a ocorrência de FL/P não-sindrômicas na população brasileira 
estudada. O alelo A (2756A) foi o mais prevalente, sendo detectado em 
aproximadamente 80% das amostras deste estudo. Similarmente, Brandalize et al. 
(2007) não encontraram uma associação entre a presença deste polimorfismo e o 
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risco de ocorrência de FL/P não-sindrômicas na população sul-brasileira. 
Resultados controversos foram encontrados por Mostowska e colegas (2006), os 
quais demonstraram que mães com o genótipo AG ou GG para o polimorfismo 
rs1805087 apresentavam risco aumentado (2,19 vezes maior) para o nascimento 
de um filho com FL/P não-sindrômica quando comparadas com mães que 
apresentavam o genótipo AA. Adicionalmente, estes autores avaliaram a 
associação entre os genótipos MTHFR c.677C>T, MTHFD1 c.1958G>A, RFC1 
c.80A>G e o genótipo MTR c.2756A>G, revelando que o polimorfismo MTR 
c.2756A>G pode ser um importante e independente fator de risco para ter um filho 
com FL/P na população polonesa. Os resultados sobre o efeito deste polimorfismo 
na função protéica é discutido. Foi demonstrado que o genótipo GG na seqüência 
gênica de MTR resulta em um produto protéico com baixa capacidade de 
metilação, induzindo uma hipometilação genômica global, especificamente nas 
ilhas “CpG” das regiões promotoras de genes supressores de tumor (Gemmati et 
al., 2004). Por outro lado, foi demonstrado que a variante polimórfica rs1805087 
no gene MTR pode levar a uma reação de hipermetilação do DNA, a qual pode 
contribuir para o silenciamento de vários genes humanos (Jones & Takai, 2001). 
Embora distintas, estas observações indicam que a variante polimórfica MTR 
c.2756A participa de processos cruciais para o desenvolvimento embrionário e 
demonstram que a metilação do DNA pode ser alterada na presença desta 
variante polimórfica. 
 O polimorfismo rs1051266 no gene RFC1 pode alterar o metabolismo do 
ácido fólico e as “reações de transferência de um-carbono” por limitar a 
quantidade de folato disponível na célula, especialmente na forma 5-CH3THF 
(Boyles et al., 2008). É encontrado baixo níveis de folato plasmático e 
homocisteína em indivíduos que apresentam 2 cópias da variante rara deste 
polimorfismo (c.80A>G) quando comparado com indivíduos portadores da variante 
comum (Shaw et al., 2002; Chango et al., 2000a; Devlin et al., 2006). O estudo 
conduzido por Lopreato et al. (2008), em uma população brasileira, demonstraram 
que o genótipo da criança para o polimorfismo rs1051266 no gene RFC1 pode 
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influenciar os níveis de homocisteína total na criança. A transição c.80G>A no 
gene RFC1 tem sido associada com espinha bífida (De Marco et al., 2001; Shaw 
et al., 2002), defeitos congênitos do coração e defeitos do tubo neural (Shaw et al., 
2003; Pei et al., 2005). Os resultados deste estudo revelaram que o genótipo 
materno deste polimorfismo não esta associado com o risco de nascimento de um 
filho com FL/P não-sindrômica e o alelo A foi discretamente mais comum na 
população brasileira estudada. A falta de associação deste polimorfismo com as 
FL/P não-sindrômicas tem sido constantemente relatadas (Shaw et al., 2003; 
Vieira et al., 2005b; Mostowska et al., 2006; Pei et al., 2006; Boyles et al., 2006; 
Boyles et al., 2008). Em um estudo realizado por Vieira e colaboradores (2005b), 
com amostras de indivíduos fissurados de vários países da América do Sul, não 
revelou associação entre a presença do polimorfismo c.80A>G no gene RFC1 e a 
existência da FL/P não-sindrômica. Entretanto, em um estudo posterior realizado 
por este mesmo grupo, utilizando amostras de mães de filhos com FL/P não-
sindrômica, revelou uma forte associação entre o genótipo materno polimórfico e a 
existência de FP isolada, sugerindo uma influência específica deste polimorfismo 
na expressão clínica das fissuras orais em um grupo étnico específico de 
ameríndios na América do Sul (Vieira et al., 2008a). Estes resultados reforçam a 
hipótese de que alguns genes parecem contribuir de maneira distinta entre 
diferentes grupos étnicos. Outro estudo realizado com famílias Filipinas sugere 
uma associação de baixa significância (p=0,06) entre este polimorfismo e o 
desenvolvimento de FL/P não-sindrômicas (Schultz et al., 2004). Foi demonstrado 
que uma criança com o genótipo 80GG para o gene RFC1 tem um risco ~2,5 
vezes maior de desenvolver um defeito do tubo neural quando comparada com 
uma criança de genótipo 80AA (Pei et al., 2005). Adicionalmente um filho com 
genótipo 80GG, cuja mãe não fez uso de suplementação periconcepcional 
contendo ácido fólico, tem um risco ainda maior para defeitos do tubo neural 
(Shaw et al., 2002; Pei et al., 2005). 
 Neste estudo nós também avaliamos a existência de uma possível 
interação gene-gene ou gene-ambiente entre os polimorfismos que revelaram 
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estar associados com o desenvolvimento das FL/P não-sindrômicas na população 
estuda (rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1) e o uso de 
suplementação vitamínica. Entretanto, nenhuma relação foi encontrada e cada um 
dos fatores parece contribuir de maneira independente para um risco aumentado 
de ter um filho com FL/P não-sindrômica. Contudo a correlação entre o uso de 
suplementação vitamínica e a presença do polimorfismo materno rs2274976 do 
gene MTHFR revelou um valor muito próximo da significância (p=0,14). Em 
concordância aos nossos resultados, Mills et al. (2008) e Reutter et al., 2008 não 
evidenciaram uma interação de polimorfismos nos genes MTHFR e MTHFD1 e 
fatores ambientais, incluindo o uso de suplemento de ácido fólico no período 
periconcepcional e durante os primeiros 4 meses de gestação. Boyles e 
colaboradores (2008) também não encontraram uma interação entre 
polimorfismos em genes da via metabólica do ácido fólico e sugeriram que mais 
estudos são necessários para avaliar o real papel do ácido fólico nas interações 
gene-gene e gene-ambiente nas FL/P não-sindrômicas. No entanto, alguns 
estudos demonstraram que os efeitos produzidos por variantes polimórficas em 
genes da via metabólica do ácido fólico podem ser atenuados pelo uso de 
suplementação vitamínica, reduzindo o risco de ocorrência de FL/P não-
sindrômicas (Jugessur et al., 2003; van Rooij et al., 2003; Boyles et al., 2006; Little 
et al., 2008). A falta de interação entre os polimorfismos gênicos e a 
suplementação vitamínica observada neste estudo pode ser justificada pelo 
tamanho dos grupos, mas é importante ressaltar que uma real interação entre 
estes fatores e o risco para FL/P não-sindrômicas não está bem estabelecida e os 
resultados permanecem inconclusivos (Jugessur et al., 2003; van Rooij et al., 
2003; Boyles et al., 2006; Little et al., 2008; Lopreato et al., 2008; Mills et al., 2008; 
Reutter et al., 2008; Boyles et al., 2008; Boyles et al., 2009). 
 Os outros 10 polimorfismos não foram confirmados na população brasileira 
estudada. Estes resultados não são inesperados, visto que muitos destes 
genótipos (rs45438591, rs2274974, rs45590836, rs2066472 e rs45550133 do 
gene MTHFR; rs12749581 do gene MTR) são invariáveis em praticamente 100% 
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das populações da Europa, Ásia e África Sub-Saariana (GeneBank, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), enquanto que outros (rs56182143 de MTHFR; 
rs11551059 de MTHFD1; rs61736442 de MTR) nunca foram estudados em outras 
populações. Embora o polimorfismo rs35786590 no gene RFC1 não tenha sido 
detectado em nossa população, uma frequência expressiva (16%) para o genótipo 
CT é observada nas populações da Europa, Ásia e África Sub-Saariana 
(GeneBank). As informações sobre este polimorfismos são escassas e este 
estudo foi o primeiro realizado com a população brasileira. 
Em resumo, os resultados deste estudo são consistentes com um papel da 
suplementação vitamínica durante o primeiro trimestre de gravidez e dos 
polimorfismos rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1 na 
etiopatogenia das FL/P não-sindrômicas na população brasileira. É importante 
destacar que os resultados obtidos nas investigações de polimorfismos em genes 
da via metabólica do ácido fólico, assim como outros genes, têm sido bastante 
controversos, com alguns estudos demonstrando forte associação e outros 
demonstrando pouca ou nenhuma associação. Esta falta de consenso pode ser o 
resultado de diferenças genéticas (influenciadas principalmente pelas diferentes 





1. Em concordância com a literatura, o uso de suplemento vitamínico e/ou 
ácido fólico durante o primeiro trimestre de gestação apresenta um efeito 
protetor, reduzindo a probabilidade de uma mãe ter um filho com FL/P não-
sindrômica. 
 
2. Nossos resultados demonstram que a presença da variante polimórfica 
1781GA no gene MTHFR (rs2274876) foi significantemente mais freqüente 
no grupo de mães com filhos que apresentavam FL/P não-sindrômica e sua 
presença contribuiu para um risco de aproximadamente 6 vezes maior para 
o nascimento de um filho com FL/P não-sindrômica. 
 
3. Nossos resultados revelaram que a presença da variante 1958AA no gene 
MTHFD1 (rs2236225) foi mais prevalente no grupo de mães com filhos que 
apresentavam FL/P não-sindrômica e na presença deste genótipo o risco 
materno para o nascimento de um filho com FL/P não-sindrômica foi de 
aproximadamente 2 vezes maior que uma mãe com genótipo GG ou GA. 
 
4. A presença dos polimorfismos em genes da via metabólica do ácido fólico e 
a não suplementação vitamínica durante o primeiro trimestre de gravidez 
são fatores independentes para o risco aumentado de uma mãe ter um filho 
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